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Demande internationale No. 
PCT/FROO/01217 


Date du depot international Qour/mois annee) 
05/05/2000 


Date de priorite (jour/mois/annee) 
05/05/1 999 


Deposant 

CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENT. at al. 



.1. (I est notifie au deposant que I'administration chargee de I'examen preliminaire international a etabli le rapport 
^ d'examen preliminaire international pour la denriande internationale et le lui transmet ci-joint, accompagne, le 
cas echeant, de ces annexes. 



2. Une copie du present rapport et, le cas echeant, de ses annexes est transmise au Bureau international pour 
comnnunication atous les offices elus. 



3. Si tel ou tel office elu I'exige, le Bureau international etablira une traduction en langue anglaise du rapport (a 
Texclusion des annexes de celui-ci) et la transnnettra aux offices interesses. 



4. RAPPEL 

Pour aborder la phase nationale aupres de chaque office elu, le deposant doit accomplir certains actes (depot 
de traduction et paiement des taxes nationales) dans le delai de 30 mois a compter de la date de phorite (ou 
plus tard pour ce qui concerne certains offices) (article 39.1) (voir aussi le rappel envoye par le Bureau 
international dans le formulaire PCT/IB/301). 

Losrqu'une traduction de la demande internationale doit etre remise a un office elu, elie doit comporter la 
traduction de toute annexe du rapport d'examen preliminaire international. II appartient au deposant d'etablir la 
traduction en question et de la remettre directement a chaque office elu interesse. 

Pour plus de precisions en ce qui concerne les delais applicables et les exigences des offices elus, voir le 
Volume II du Guide du deposant du PCT. 
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RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 

(article 36 et regie 70 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou du 
mandataire 

WOB 99 CNREPOX 


voir la notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER preliminaire international (formulaire PCT/lPEA/416) 


Demande internationale n° 
PCT/FROO/01217 


Date du depot international (jour/mois/annee) 
05/05/2000 


Date de priorite (Jour/mois/annee) 
05/05/1999 


Classification internationale des brevets (CIB) ou a la fois classification nationale et CIB 
C12N 15/55 


Deposant 

CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENT. et al. 



1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par l administaration chargee de I'examen preliminaire 
international, est transmis au deposant conformement a rarticle 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 6 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

□ M est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessms qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
Tadministration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et I'instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent feuilles. 



Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 

i 3 Base du rapport 
Priorite 

Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, i'activite inventive et la possibiltte 
d'application industrielle 

Absence d'unite de ('invention 

Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

Certains documents cites 

Irregularites dans la demande internationale 

Observations relatives a la demande internationale 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


LJ 


V 




VI 


L] 


VII 


□ 


VIII 





Date de presentation de la dennande d'examen preliminaire 

internationale 

13/10/2000 


Date d'achevement du present rapport 
27.07.2001 


Norn et adresse postale de i'administration chargee de 
I'examen prelin^iinaire international: 

^ Office europeen des brevets 
D-80298 Munich 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Fonctionnaire autorise ^<^:^f^t^ 
Ury,A 1 Jl 

de telephone +49 89 2399 841 1 x.^£^>Hrjr.^ ^ 



Formulaire PCT/IPEA/409 (feuille de couverture) (janvier 1994) 



RAPPORT D EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande intemationale PCT/FROO/01 21 7 



I. Base du rapport 

1 . En ce qui concerne les elements de la demande Internationale (les feuil/es de remplacement qui ont ete remises 

a I'office recepteur en reponse a una invitation faite conformement a i'article 14 sont considerees dans ie present 
rapport comma "initialemant deposees" at na sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elies ne contiennant 
pas de modifications (regies 70. 16 et 70. 17))\ 

Description, pages: 

1-28 version initlale 

Revendications, N : 

1-14 version initiale 



2. En ce qui concerne la langue, tous les elements indiques ci-dessus etaient a la disposition de Tadministration ou 
lui ont ete remis dans la langue dans laquelie la dennande Internationale a ete deposee, sauf indication contraire 
donnee sous ce point. 

Ces elements etaient a la disposition de Tadministratlon ou lui ont ete remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche Internationale (selon la regie 23.1(b)). 

□ la langue de publication de la demande Internationale (selon la regie 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen prelimlnaire Internationale (selon la regie 55.2 ou 
55.3). 

3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 
Internationale (Ie cas echeant), I'examen prelimlnaire Internationale a ete effectue sur la base du listage des 
sequences : 

□ contenu dans la demande intemationale, sous forme ecrite. 

□ depose avec la demande intemationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement a i'administration, sous forme ecrite. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelie le listage des sequences par ecrit et fourni ulterieurement ne va pas au-dela 
de la divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

□ La declaration, selon laquelie les informations enregistrees sous dechiffrable par ordinateur sont identiques a 
celles du llstages des sequences Presente par ecrIt, a ete fournie. 

4. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n°^ : 

□ des dessins, feuilles : 
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RAPPORT D EXAMEN 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL Demande internatlonale n° PCT/FROO/01 21 7 



5. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 
comme allant au-dela de I'expose de I'invention tel qu'il a ete depose, comme II est indique ci-apres (regie 
70.2(c)) : 

(Toute feuille de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiquee au point 1 et 
annexee au present rapport) 



6. Observations complementaires, le cas echeant : 



V. Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibllite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1 . Declaration 

Nouveaute Oui : Revendications 7-10,13-14 

Non : Revendications 1-6, 11, 12 

Activite inventive Oui : Revendications 

Non : Revendications 1-14 

Possibllite d'application Industrielle Oui : Revendications 1-14 

Non : Revendications 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 



VIII. Observations relatives a la demande Internationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 
voir feuille separee 
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PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



Point V. 

II est fait reference aux documents suivants: 

D1 : ARCHELAS A ET AL: 'Epoxide hydrolases: new tools for the synthesis of 
fine organic chemicals' TRENDS IN BIOTECHNOLOGY.GB.ELSEVIER 
PUBLICATIONS, CAMBRIDGE, vol. 16, no. 3, 1 mars 1998 (1998-03-01), 
pages 108-116, XP0041 08588 ISSN: 0167-7799 cite dans la demande 

D2: MOUSSOU P ET AL: 'Microbiological Transformations 40. Use of Fungal 
Epoxide Hydrolases for the Synthesis of Enantiopure AlkyI Epoxides' 
TETRAHEDRON, ML, ELSEVIER SCIENCE PUBLISHERS, AMSTERDAM, 
vol. 54, no. 8, 19 fevrier 1998 (1998-02-19), pages 1563-1572, 
XP0041 06670 ISSN: 0040-4020 

D3; CLEIJ M ET AL: 'Microbiological transformations. Part 42: A two-liquid- 
phase preparative scale process for an epoxide hydrolase catalysed 
resolution of para-bromo-alpha-methyl styrene oxide. Occurrence of a 
surprising enantioselectivity enhancement' TETRAHEDRON: 
ASYMMETRY,NL,ELSEVIER SCIENCE PUBLISHERS, AMSTERDAM, vol. 
9, no. 11, 5 juin 1998 (1998-06-05), pages 1839-1842, XP0041 23469 ISSN; 
0957-4166 

D4: NELLAIAH H ET AL.: 'Enantioselective hydrolysis of p-nitrostyrene oxide by 
an epoxide hydrolase preparation from Aspergillus niger' BIOTECHNOLOGY 
AND BIOENGINEERING, vol. 49, 1996, pages 70-77, XP002130510 cite 

dans la demande 

D6: ARAND M ET AL.: 'Cloning and molecular characterization of a soluble 
epoxide hydrolase from Aspergillus niger is related to mammalian 
microsomal epoxide hydrolase' BIOCHEMICAL JOURNAL, vol. 344, 15 
novembre 1999 (1999-11-15), pages 273-280, XP000938551 

Le document D n'a pas ete cite dans le rapport de recherche international. 

D : Cell, Vol.50, 667, 28.08.87. 
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PREUMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



I) 1) Les documents D3 et D4 divulguent une preparation enzymatique Aspergillus 

niger LCP 521 (i.e. la menne souche que celle utilisee par le Demandeur pour 
obtenir I'enzyme revendiquee) contenant une epoxyde hydrolase (EH) soluble 
ayant une activite maxinnunn a une temperature quasi identique a celle de I'EH 
selon la presente demande (D4, Fig. 3). L'enzyme decrite dans D3 et D4 est done 
a priori identique a celle selon la presente demande (SEQ ID NO:2). 
En consequence, D3 et D4 detruisent la nouveaute (Article 33.2 PCT) des 
revendications 1-6. 

A noter que la purification a homogeneite et la determination de la sequence 
d'une proteine ne confere a cel!e-ci aucun caractere de nouveaute par rapport a 
la meme proteine non purifiee, mais identifiee en tant que telle dans I'art anterieur 

(revendications 3-4). 

Par ailleurs, le terme generique "recombinant" ne confere a une proteine aucune 
caracteristique distinctive par rapport a la proteine naturelle (revendications 5-6). 

2) A noter egalement que la Fig. 4 de D6 (cite a titre de document d'expert) fait etat 
d'une EH de mammifere (dont la sequence etait connue avant la date de priorite 
de la demande) ayant 71 % d'identite au niveau de sa sequence en aa avec I'EH 
de SEQ ID NO:2 . Ceci anticipe egalement les revendications 2, 5 et 8. 

3) Les utilisations et precedes selon les revendications 11 et 12 sent egalement 
anticipes par D3 et D4 (voir egalement D1 et D2). 

II) D3 et D4 divulguent la proteine selon la presente demande. Des etapes de 
purification partielle ont ete effectuees dans ces documents et ont conduit a des 
preparation enzymatiques contenant l'enzyme soluble (a ce propos, la phrase 
page 3, lignes 26-29 de la demande est fausse). 

Le probleme qu'a resolu la presente demande consiste en la purification, le 
sequengage et le clonage de l'enzyme divulguee dans au moins D3 et D4. 
La purification, le sequengage et le clonage d'une enzyme divulguee/identifiee et 
partiellement purifiee dans I'art anterieur relevent d'experiences de routine pour 
I'homme du metier et ne font par consequent pas preuve d'activite inventive. 
Aussi les objets des revendications 7-10 et 13-14 ne sont pas conformes aux 
dispositions de I'Article 33.3 PCT. 
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PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



Point Vm, 

1) L'expression "une homologie de ... X%" (revendications 2, 5, 8) n'est pas claire 
pour rhomme du metier et done non acceptable (Article 6 PCT); voir document D. 

2) A noter egalement que les termes "notamment", "de preference" n'ont aucun 
caractere limitatif et rendent done optionnel tout ce qui les suit (revendications 2, 
5, etc.). 

3) La caracteristique "susceptible d'hybrider" n'est pas une caracteristique technique 
claire et acceptable dans la mesure ou I'etendue de la protection conferee par 
cette caracteristique varie en fonction des conditions d'hybridation (Article 6 PCT). 
Ainsi, la derniere partie de la revendication 8 n'est pas acceptable. 
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SceNolificalionotTransmiitaloflnternational Prcliminar\ 
FOR FURTHER ACTION ^,;^aminallon Report (Form PCT IPFA/416) 


International application No. 
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International filing date {day month year) 
05 May 2000 (05.05.00) 


PrioritN date {day month year) 

05 May 1999(05.05.99) 



Imernaiionai Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 



C12N 15/55 



Applicant 



CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE 



1 . This international preliminar> examination report has been prepared by this International Preliminar>' Hxamining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Anicle 36. 



1 his REPORT consists of a total of 

□ 



sheets, including this cover sheet. 



This report is also accompanied by ANNEXHS, i.e.. sheets of the description, claims and or drawings which have been 
amended and are the basis for this report and or .sheets containing reciificalions made before this AuthoritN (sec Rule 
7(1 16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



sheets. 



fhis report contains indications relating to the following items: 
Basis of the repon 
Priorit\ 

Non-establishment of opinion with regard to noveli\. nnentne step and industrial applicabilit\ 
Lack of unit> of in\ention 

Reasoned statement under Article .35(2) with regard to novelt>. mventi\e step or industrial applicabilitx : 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 
Certain defects in the international application 
Certain obsersations on the international application 



I 


□ 


11 


□ 


11! 


□ 


IV 


□ 


\' 


□ 


VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



Date of submission of the demand 

13 October 2000(13.10.00) 

Name and mailing address of the IPI:.VI;P 
Facsimile No. 



Dale of completion of this report 

27 Julv 2001 (27.07.2001) 



Authorized officer 



I clephone No 



Form PCF IPF:.^\ 409 (cover sheet) (Jul\ 1998) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



Internationa] application No 

PCT/FROO/01217 



I. Basis of the report 



1 Wiih regard to the elements of the iniernaiional application:* 
I I the international application as originalK filed 
[ " ] the description: 

1-28 

pages 

pages 

pages . 

the claims: 

pages . 

pages 

pages 

pages 



. as originallN filed 
. tiled with the demand 



. filed with the letter of 



1-14 



. as originalK filed 

. as amended (together with any statement under Article 19 

. filed with the demand 



, filed w ith the letter of 



□ 



the drawings: 
pages 

pages 

pages 



. as originalK filed 
. filed w ith the demand 



. filed with the letter of 



I I the sequence listing part of the description: 

pages 

pages 

pages 



. as originally filed 



. filed with the demand 



. filed with the letter of 



- W ith reeard to the language, all the elements marked aboxe ucrc available or furnished to this Authorit> in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the tollowing language ''^^'^^ 

the language of a translation tumished for the purposes of internaiiona! search (under Rule 23. Kb)). 
I I the languaee of publicaiion of the iniernational application (under Rule 48.3(b)). 

□ the language of the translation furnished for the purposes of iniernational preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

3 With reeard to anv nucleotide and/or amino acid sequence disclosed m the imernational application, the international 

preliminary examination was earned out on the basis ot the sequence listing. 
I I contained in the international application in written form. 
I I filed together with the international application in computer readable form. 
I I furnished subsequentK to this Authoritx in written form 

I I furnished subsequentK to this Aiuhoniv m computer readable lorm, 

□ The statement that the subsequentK turnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

□ Ihe slatemeni thai the information recorded in computer readable lorm .s tdentical to the vvritten sequence l.st.ng has 



been furnished. 



□ 



The amendments have resulted in the cancellation of 

the description, pages 

the claims. Nos. 

□ 



□ 
□ 



the draw ings, sheets fig . 



n This repon has been established as if (some oO the amendments had not been made^. since thev have been considered to go 
^5 1 — I heyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Bon (Rule 70.2(c))."' 

unci "0 I ^) 

--Any replacement sheet contanun^ such amendments must he referred lu under item I and annexed to this report 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 


IntemSronal application No. 
PCT/FR 00/01217 


\'. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 


1 . Statement 








Novelty (N) 


Claims 


7-10 


, 13-14 YES 




Claims 


1-6, 


11, 12 NO 


Inventive step (IS) 


Claims 




YES 




Claims 


1 


-14 NO 


Industrial applicability (lA) 


Claims 


1 


^ YES 




Claims 




NO 



2. Citations and explanations 



Reference is made to the following documents: 



Dl: ARCHELAS A ET AL : Epoxide hydrolases: new tools 
for the synthesis of fine organic chemicals" 
TRENDS IN BIOTECHNOLOGY, GB, ELSEVIER 
PUBLICATIONS, CAMBRIDGE, Vol. 16, No, 3, 
1 March 1998 (1998-03-01), pages 108-116, 
XP004108588 ISSN: 0167-7799 
(cited in the application) 

D2: MOUSSOU P ET AL : ^^Microbiological 

Transformations 40. Use of Fungal Epoxide 
Hydrolases for the Synthesis of Enantiopure 
Alkyl Epoxides'' TETRAHEDRON, NL, ELSEVIER 
SCIENCE PUBLISHERS, AMSTERDAM, Vol, 54, No. 8, 
19 February 1998 (1998-02-19), pages 1563-1572, 
XP004106670 ISSN: 0040-4020 



D3: CLEIJ M ET AL: ''Microbiological transformations. 
Part 42: A two-liquid-phase preparative scale 
process for an epoxide hydrolase catalysed 
resolution of para-bromo-alpha-methyl styrene 
oxide. Occurrence of a surprising 
enantioselectivity enhancement" TETRAHEDRON : 
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InteMRnal appiication No. 
PCT/FR 00/01217 



ASYMMETRY, NL, ELSEVIER SCIENCE PUBLISHERS, 
AMSTERDAM, Vol. 9, No. 11, 5 June 1998 
(1998-06-05), pages 1839-1842, XP004123469 
ISSN: 0957-4166 

D4: NELLAIAH H ET AL: Enant ioselect ive hydrolysis 
of p-nitrostyrene oxide by an epoxide hydrolase 
preparation from Aspergillus niger'' 
BIOTECHNOLOGY AND BIOENGINEERING, Vol. 49, 1996, 
pages 70-77, XP002130510 
(cited in the application) 

D6: ARAND M ET AL: Cloning and molecular 

characterization of a soluble epoxide hydrolase 
from Aspergillus niger is related to mammalian 
microsomal epoxide hydrolase" BIOCHEMICAL 
JOURNAL, Vol. 34 4, 15 November 19 99 
(1999-11-15), pages 273-280, XP000938551 

The following document D was not cited in the 
international search report: 



D: Cell, Vol. 50, 667, 28.08.87, 



I.l Documents D3 and D4 disclose an enzyme preparation 

from Aspergillus nlger LCP 521 (i.e. the same strain 
as the one used by the applicant to produce the 
enzyme claimed) containing a soluble epoxide 
hydrolase (EH) having maximum activity at a 
temperature almost identical to that of the EH as 
per the present application {D4, Figure 3) . It 
follows that the enzyme described in D3 and D4 is, 
in principle, identical to the enzyme as per the 
present application (SEQ ID NO: 2) , 



Fonn PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 




IntefilRnal application No. 
PCT/FR 00/01217 




INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



As a result, D3 and D4 deprive Claims 1-6 of novelty 



(PCT Article 33(2)). 

It should be noted that purifying a protein to 
homogeneity and determining the sequence thereof 
does not render said protein novel over the same 
protein which has not been purified but has been 
identified per se in the prior art (Claims 3-4) . 

Furthermore, the generic term ''recombinant" does not 
impart any features to a protein that are 
distinctive compared with those of the natural 
protein (Claims 5-6) . 

2. It should also be noted that Figure 4 of D6 (cited 
as an expert document) refers to a mammalian EH (the 
sequence of which was known before the priority date 
of the application) that is 71% identical with 
respect to the aa sequence thereof to the EH having 
SEQ ID NO: 2 . This likewise anticipates Claims 2, 5 
and 8 . 

3. The uses and methods as per Claims 11 and 12 are 
likewise anticipated by D3 and D4 (see also Dl and 
D2) . 

II. D3 and D4 disclose the protein as per the present 
application. In these documents, partial 
purification steps have been carried out and have 
produced enzyme preparations containing the soluble 
enzyme (in this regard, the sentence on page 3, 
lines 26-29 of the application is incorrect). 

The problem which the present application has solved 
Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



Iniert^^nal application No. 
PCT/FR 00/01217 



is that of purifying, sequencing and cloning the 
enzyme disclosed in at least D3 and D4 . The 
purification, sequencing and cloning of an enzyme 
disclosed/identified and partially purified in the 
prior art is routine practice for a person skilled 
in the art and, as a result, does not involve any 
inventive input. 

It follows that the subject matter of Claims 7-10 
and 13-14 does not fulfil the requirements of PCT 
Article 33 (3) . 



Form PCT/lPEA/409 (BoxV) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



Intema^^l application No. 
PCT/FR 00/01217 



Vlll. Certain observations on the international application 



The following observ ations on the clarit\ of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

1. The expression ^'a homology of ... X%" (Claims 2, 5 and 
8) is not clear for a person skilled in the art and 
is therefore not acceptable (PCT Article 6) (see 
document D) . 



It should also be noted that the terms ''in 
particular" and ''preferably" do not have a limiting 
effect and, as a result, the features following such 
expressions are optional (Claims 2, 5, etc) . 

The feature ''capable of hybridising" is not a 
technical feature which is clear and acceptable in 
so far as the scope of protection afforded by this 
feature varies depending on the conditions of 
hybridisation (PCT Article 6). It follows that the 
last part of Claim 8 is not acceptable. 



I-orm PCT/IPHA.'4{)9 (Box VIII) (Januar> 1994) 
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(regie 66 du POT) 
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(jour/mois/annee) 
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Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
WOB 99 CNREPOX 


DELAI DE REPONSE 1 mois et 15 jours a compter 

de la date d'expedition indiquee ci-dessus 


Demande internationale n° 
PCT/FROO/01217 


Date du depot international (jour/mois/annee) 
05/05/2000 


Date de priorite (jour/mois/annee) 
05/05/1 999 


Classification internationale des brevets (CIB) ou a la fols classification nationale et GIB 
C12N 15/55 


Deposant 

CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENT. et al. 



1 . La presente opinion ecrite est la premiere opinion de cette nature redigee par Tadminlstration charge de I'exannen 
preliminaire international. 

2. La presente opinion contient des indications et les pages correspondantes relatives aux points suivants: 



1 


□ 


II 


[".] 


III 


n 


IV 


□ 


V 




VI 


L1 


VII 


□ 


VIII 





d'apphcation mdustrielle 
Absence d'unite de I'lnvention 

Declaration motivee selon la regie 66.2(a)(ii) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'apphcation mdustrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

Certains documents cites 

Irreguiarites dans la demande internationale 



3. Le deposant est invite a repondre a ia presente opinion. 

Quand? Voir le delai indique plus haut. Le deposant peut, avant I'expiration de ce delai. en demander la prorogation a 

radmimstration chargee de I'e-amen preliminaire international (voir la regie 66. 2. d). 

Comment? En presentant une reponse par ecrit, acompagnee le cas echeant, de modifications, conformement ^ la regie 66.3. 
Pour la forme et la langue des modifications, voir les regies 66 8 et 66.9. 

En outre: Pour une possibilite additionnolie de presenter des modifications, voir la regie 66.4. 

Pour I'obiigation faite a rexammateur de prendre en consideration des modifications ou des arguments, voir la regie 66.4 bis 
Pour une communication officieuse avec I'examinateur, voir la regie 66.6. 

En I'absence de reponse, le rapport d'e> an ten preliminaire international sera etabli sur la base de la presente opinion. 

4. La date limite d'etablissement du rapport d'e<amen 

preliminaire international conformement a la regie 69.2 est le: 05/09/2001 . 



Norn et adresse postale de I'administration chargee de 
I'examen prelimmaire international: 

J Office europeen des brevets 
D-80298 Munich 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 



Fonctionnaire autohse / Examlnateur 
Ury. A 



Agent des formalites (y compris prolongation de d6lais)U 
CLEERE, C 

N" de telephone +49 89 2399 8061 



OX 



Formulaire PCT/I PEA/408 (feuille de titre) (janvier 1994) 





OPINION ECRITE 



Demande internationale n° PCT/FROO/0 1217 



I. Base de Topinion 

1 . En ce qui concerne les elements de la demande Internationale {les feuilles de remplacement qui ont ete remises 
a /'office recepteur en reponse a una invitation faite conformement a /'article 14 sont considerees, dans la 
presente opinion, comme "initialement deposees") : 
Description, pages: 

1-28 version initiale 

Revendications, N": 

1-14 version initiale 



2. En ce qui concerne la langue, tous les elements indiques ci-dessus etaient a la disposition de I'administration ou 
lui ont ete remis dans la langue dans laquelle la demande internationale a ete deposee, sauf indication contraire 
donnee sous ce point. 

Ces elements etaient a la disposition de I'administration ou lui ont ete remis dans la langue suivante: , qui est : 

n la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche internationale (selon la regie 23.1(b)). 

□ la langue de publication de la demande internationale (selon la regie 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen preliminatre internationale (selon la regie 55.2 ou 



3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 

internationale (le cas echeant), I'examen preliminaire internationale a ete effectue sur la base du listage des 



□ contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

□ depose avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par ecrit et fourni ulterieurement ne va pas au-dela 
de la divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

□ La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous dechiffrable par ordinateur sont identiques a 
celles du llstages des sequences Presente par ecrit, a ete fournie. 

4. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de !a description, pages : 

□ des revendications, n°^ : 

□ des dessins, feuilles : 



55.3). 



sequences : 
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OPINION ECRITE 
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5, □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 
comme ailant au-dela de I'expose de I'lnvention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres (regie 



(Touts feuilie de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiquee au point 1 et 

annexee au present rapport) 

6. Observations complementaires, le cas echeant : 



V. Declaration motivee selon la regie 66.2(a)(il) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a Tappui de cette declaration 



Possibilite d'application industrielle (lA) Revendicatlons 



2. Citations et explications 
voir feuilie separee 



VIII. Observations relatives a la demande Internationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revenoications, de la description et des dessins 
et de ia question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 
voir feuilie separee 



70.2(c)) : 



1. 



Declaration 
Nouveaute (N) 

Actlvite Inventive (IS) 



Revendications 1-6,11,12 (NO) 
Revendicatlons 1-14 (NO) 



Formulaire PCT/IPEAy408 (cadres l-VIII, feuilie 2) (juillet 1998} 
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FEUILLE SEPAREE 

Point V. 

II est fait reference aux documents suivants: 
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D1 : ARCHELAS A ET AL: 'Epoxide hydrolases: new tools for the synthesis of 
fine organic chemicals' TRENDS IN BIOTECHNOLOGY,GB,ELSEVIER 
PUBLICATIONS, CAMBRIDGE, vol. 16, no. 3, 1 mars 1998 (1998-03-01), 
pages 108-11 6, XP0041 08588 ISSN: 0167-7799 cite dans la demande 

D2: MOUSSOU P ET AL: 'Microbiological Transformations 40. Use of Fungal 
Epoxide Hydrolases for the Synthesis of Enantiopure AlkyI Epoxides' 
TETRAHEDRON, NL, ELSEVIER SCIENCE PUBLISHERS, AMSTERDAM, 
vol. 54, no. 8, 19 fevrier 1998 (1998-02-19), pages 1563-1572, 
XP0041 06670 ISSN: 0040-4020 

D3: CLEIJ M ET AL: 'Microbiological transformations. Part 42: A two-liquid- 
phase preparative scale process for an epoxide hydrolase catalysed 
resolution of para-bromo-alpha-methyl styrene oxide. Occurrence of a 
surprising enantioselectivity enhancement' TETRAHEDRON: 
ASYMMETRY,NL,ELSEVIER SCIENCE PUBLISHERS, AMSTERDAM, vol. 
9, no. 11, 5 juin 1998 (1998-06-05), pages 1839-1842, XP0041 23469 ISSN: 
0957-4166 

D4: NELLAIAH H ET AL.: 'Enantioselective hydrolysis of p-nitrostyrene oxide by 
an epoxide hydrolase preparation from Aspergillus niger' BIOTECHNOLOGY 
AND BIOENGINEERING, vol. 49, 1996, pages 70-77, XP0021 30510 cite 
dans la demande 

D6: ARAND M ET AL.: 'Cloning and molecular characterization of a soluble 
epoxide hydrolase from Aspergillus niger is related to mammalian 
microsomal epoxide hydrolase' BIOCHEMICAL JOURNAL, vol. 344, 15 
novembre 1999 (1999-1 1-15), pages 273-280, XP000938551 

Le document D n'a pas ete cite dans le rapport de recherche International. Une copie 
de ce document est jointe en annexe. 

D : Cell, Vol.50, 667, 28.08.87. 



Formulaire PCT/Feuille separee/408 {feuille 1) (OEB-avril 1997) 
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FEUiLLE SEPAREE 



1) 1) Les documents D3 et D4 divulguent une preparation enzymatique 6' Aspergillus 

niger LCP 521 (i.e. la meme souche que celle utilisee par le Demandeur pour 
obtenir I'enzyme revendiquee) contenant une epoxyde hydrolase (EH) soluble 
ayant une activite maximum a une temperature quasi identique a celle de I'EH 
selon la presente demande (D4, Fig. 3). L'enzyme decrite dans D3 et D4 est done 
a priori identique a celle selon la presente demande (SEQ ID NO:2). 
En consequence, D3 et D4 detruisent la nouveaute (Article 33.2 PCT) des 
revendications 1-6. 

A noter que la purification a homogeneite et la determination de la sequence 
d'une proteine ne confere a celle-ci aucun caractere de nouveaute par rapport a 
la meme proteine non purifiee, mais identifiee en tant que telle dans I'art anterieur 
(revendications 3-4). 

Par ailleurs, le terme generique "recombinant" ne confere a une proteine aucune 
caracteristique distinctive par rapport a la proteine naturelle (revendications 5-6). 

2) A noter que la Fig.4 de D6 (cite a titre de document d'expert) fait etat d'une EH de 
mammifere (dont la sequence etait connue avant la date de priorite de la 
demande) ayant 71% d'identite au niveau de sa sequence en aa avec I'EH de 
SEQ ID NO:2 . Ceci anticipe egalement les revendications 2, 5 et 8. 

3) Les utilisations et precedes selon les revendications 11 et 12 sont egalement 
anticipes par D3 et D4 (voir egalement D1 et D2). 

II) D3 et D4 divulguent la proteine selon la presente demande. Des etapes de 

purification partielle ont ete effectuees dans ces documents et ont conduit a des 
preparation enzymatiques contenant l'enzyme soluble (a ce propos, la phrase 
page 3, lignes 26-29 de la demande est fausse). 

Le probleme qu'a resolu la presente demande consiste en la purification, le 
sequengage et le clonage de l'enzyme divulguee dans au moins D3 et D4. 
La purification, le sequengage et le clonage d'une enzyme divulguee/identifiee et 
partiellement purifiee dans I'art anterieur relevent d'experiences de routine pour 
I'homme du metier et ne font par consequent pas preuve d'activite inventive. 
Aussi les objets des revendications 7-10 et 13-14 ne sont pas conformes aux 
dispositions de I'Article 33.3 PCT. 
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FEUILLE SEPAREE 

Point VIIL 

1) Lexpression "une homologie de ... X%" (revendications 2, 5, 8) n'est pas claire 
pour rhomme du metier at done non acceptable (Article 6 PCT); voir document D. 

2) A noter egalement que les termes "notamment", "de preference" n'ont aucun 
caractere limitatif et rendent done optionnel tout ce qui les suit (revendications 2, 



3) La caracteristique "susceptible d'hybrider" n'est pas une caracteristique technique 
claire et acceptable dans la mesure ou Tetendue de la protection conferee par 
cette caracteristique varie en fonction des conditions d'hybridation (Article 6 PCT). 
Ainsi, la derniere partie de la revendication 8 n'est pas acceptable. 



5, etc.). 
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TRAITE DE CWPERATION EN MATIERE DE B 

PCT 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 
(article 18 et regies 43 et 44 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou 
du mandataire 

WOB 99 AA CNR EPOX 


POUR SUITE notification de transmission du rapport de recherche internationale 
(formulaire PCT/ISA/220) et. le cas echeant. le point 5 ci-apres 

A DONNER 


Demande Internationale n° 

PCT/FR 00/01217 


Date du depot international('youA/rrjo/s/anneej 

/ ; 05/05/2000 


(Date de priorite (la plus ancienne) 

(jourJmois/annee) 

05/05/1999 


Deposant ^ 

CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE 



Le present rapport de recherche internationale. etabli par 1' ad ministration chargee de la recherche internationale, est transmis au 
deposant conformement a l article 18. Une copie en est transmise au Bureau international. 

Ce rapport de recherche internationale comprend . 3 feuilles. 

[X] II est aussi accompagne d'une copie de chaque document relatif a I'etat de la technique qui y est cite. 



1 . Base du rapport 

a. En ce qui concerne la langue, la recherche internationale a ete effectuee sur la base de la demande Internationale dans la 
langue dans laquelle elle a ete deposee, sauf indication contraire donnee sous le meme point. 



□ 



la recherche internationale a ete effectuee sur la base d'une traduction de la demande internationale remise a radministration. 



En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acldes amines divulguees dans la demande internationale (le cas echeant) 
la recherche internationale a ete effectuee sur ia base du listage des sequences : 

pr| contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

pT] deposee avec la demande internationale. sous forme dechiffrable par ordinateur. 

I I remis ulterieurement a I'administration. sous forme ecrite. 

remis ulterieurement a radministration. sous forme dechiffrable par ordinateur. 



□ 
□ 

□ 



La declaration, selon laquelle le listage des sequences presente par ecrit et fourni ulterieurement ne vas pas au-dela de la 
divulgation falte dans la demande telle que dep)Ose€, a ete fournie. 

La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous forme dechiffrable par ordinateur sont identiques a celles 
du listage des sequences presente par ecrit. a ete fournie. 



2. 
3. 



I I 11 a ete estlme que certaines revendlcatlons ne pouvalent pas faire i'objet d'une recherche (voir le cadre I). 
I I II y a absence d'unlt^ de I'lnventlon (voir le cadre II). 



4. En ce qui concerne le titre, 

I I le texte est approuve tel qu il a ete remis par le deposant. 
[X] Le texte a ete etabli par I'administration et a la teneur suivante: 

EPOXYDE HYDROLASES D'ORIGINE ASPERGILLUS 



En ce qui concerne I'abrege, 

j ^ I le texte est approuvo tel qu il a ete remis par le deposant 

□ le texte (reproduit dans le cadre III) a ete etabli par I'administration conformement a la regie 38 2b). Le deposant peut 
presenter des obs*^rvalions a I'admifiistration dans un delai d'un mois a compter de la date d'expedition du present rapport 
de recherche internationale. 
La figure des desslns a publier avec I'abrege est la Figure n" — 

I [ suggeree par le deposant. | | Aucune des figures 

□ . . . . . ^ n est a publier. 

parce que le deposant n a pas suggere de figure. 

I [ parce que cette figure caracterise mieux I'lnventlon. 
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CIB 7 C12N15/55 C12N9/14 C12N15/80 C12N1/15 
C12P7/00 C12P7/22 C12P41/00 C12P13/00 

Selon la classification intemationaie des brevets (CIB) ou a la fots selon ia dassfication nationale et fa CIB 



C12P7/18 



B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minim ale consultee (systeme oe classihcaoon suivi des symboies de ciassement) 

CIB 7 C12N C12P 



Documentation consultee autre que ia aocumentation minimaie dans ia mesure ou ces documents re<event des domames sur iesquels a pone la recnerche 



Base ae connees eiectronique consultee au cours de la rechercne Internationale (nom de la base de donnees. et si realisable, temnes de recherche unlises) 



EPO-Internal , WPI Data, PAJ, STRAND, BIOSIS 



C. DOCUMENTS CONSiDERES COMME PERTINENTS 



Categone ' Identification des documents cites, avec. ie cas ecneant, i'indlcation des passages pertinents 



no. des revendications visees 



ARCHELAS A ET AL: "Epoxide hydrolases: 

new tools for the synthesis of fine 
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TRENDS IN BIOTECHNOLOGY, GB, ELSEVIER 

PUBLICATIONS, CAMBRIDGE, 

vol. 16, no. 3, 1 mars 1998 (1998-03-01), 

pages 108-116, XP004108588 

ISSN: 0167-7799 

cite dans la demande 

1e document en entier 



I- 6, 

II- 13 



Voir la suite du cadre C pxxir la fin de la liste des documents 



□ 



Les documents de families de brevets sont indiques en annexe 



° Categones speciales de documents cites: 

'A* document definissant I'etat general de la technique, non 
considere comme particuiierement pertinent 

*E' document anterieur. mais pubiie a la date de dep6t international 
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'L' document oouvant jeter un doute sur une revendication de 
pnonte ou cite pour aeterminer la date de putslication d'une 
autre citation ou pour une raison spectale (telle qu indiquee) 

'O' document se referant a une divulgation orale. a un usage, a 

une exp>osition ou tous autres moyens 
•p" document pubiie avant la date de depot international, mats 

posteneurement a la c^ate de pnonte revendtquee 



T' document ult^neur pubiie apres la date de depot intemationai ou la 
date de pnonte et n'a^Dpartenenant pas a I'etat de ia 
technique pertinent, mais cite pour comprendre Ie pnncipe 
ou la theone constituant la base de invention 

"X" document parttcuJierement pertinent: I'tnven tion revendiquee ne peut 
^tre consideree comme nouvelle ou comme impliquant une actfvtte 
inventive par rapport au document considere isdement 

*Y' document particuiierement pertinent; I'inven tion revendiquee 

ne peiit etre consadereo comme tmpliquam une activrte inventive 
lorsque Ie document est associe a un ou ptusteurs autres 
documents de mdme nature, cette combinaison etant evidente 
fxxjr une personne du metier 

*&' document qui fait partie de ia meme famille de brevets 



Date a laque^le la recherche intemanonale a ete effectivement acnevee 



28 aout 2000 



Date d'expedition du present rapport de recherche intemaoorkaie 



05/09/2000 



Nom et adresse postale de i administradon chargee de la rechenrhe Internationale 
Office Europeen des Brevets. P.B. 5818 Patenilaan 2 
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Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo ni. 
Fax: (+Oi~70) 34CK3016 



Fortcoonnaire autorise 



Oderwald, H 



Fomxdar* PCT^SA/2^0 (d«uxi«m« t«uiJI«Hiuiltei 19921 



oaae 1 de 2 



RAPPORT DE RECHER 



INTERNATIONALE 



Deman 



temattonaJe No 



PCT/FR 00/01217 



C.(sutte) DOCUMEWrS CONSIDERES COMME PERTINEf^TTS 



Cat6gorte i Identification des documents clt6s. avecie cas ech^nt, I'lndlcattondes passages pentnents 



no. des revendications visees 



P,x 



MOUSSOU P ET AL: "Microbiological 
Transformations 40. Use of Fungal Epoxide 
Hydrolases for the Synthesis of 
Enantiopure Alkyl Epoxides" 
TETRAHEDRON, NL, ELSEVIER SCIENCE 
PUBLISHERS, AMSTERDAM, 
vol. 54, no. 8, 

19 fevrier 1998 (1998-02-19), pages 

1563-1572, XP004106670 

ISSN: 0040-4020 

le document en entier 

CLEIJ M ET AL: "Microbiological 
transformations. Part 42: A 
two-liquid-phase preparative scale process 
for an epoxide hydrolase catalysed 
resolution of para-bromo-alpha-methyl 
styrene oxide. Occurrence of a surprising 
enanti osel ecti vi ty enhancement" 
TETRAHEDRON: ASYMMETRY , NL , ELSEVIER SCIENCE 
PUBLISHERS, AMSTERDAM, 

vol. 9, no. 11, 5 juin 1998 (1998-06-05), 

pages 1839-1842, XP004123469 

ISSN: 0957-4166 

le document en entier 

NELLAIAH H ET AL. : "Enanti osel ecti ve 

hydrolysis of p-ni trostyrene oxide by an 

epoxide hydrolase preparation from 

Aspergillus niger" 

BIOTECHNOLOGY AND BIOENGINEERING, 

vol. 49, 1996, pages 70-77, XP002130510 

cite dans la demande 

le document en entier 

DATABASE EMEST3 'en ligne! 

EMBL, Heidelberg, Germany; 

AC/ID AA784929, 

8 fevrier 1998 (1998-02-08) 

KUPFER D ET AL. : "An Aspergillus nidulans 

EST database" 

XP002130511 

abrege 

ARAND M ET AL. : "Cloning and molecular 
characterization of a soluble epoxide 
hydrolase from Aspergillus niger is 
related to mammalian microsomal epoxide 
hydrol ase" 

BIOCHEMICAL JOURNAL, 

vol. 344, 15 novembre 1999 (1999-11-15), 
pages 273-280, XP000938551 
le document en entier 



I- 6, 

II- 13 



I- 6, 

II- 13 



I- 6, 

II- 13 



7-10 



1-14 



Formulajre PCT/IS A/210 (suu de la Oauxiafrw tauiile) (juillat 1 992) 



INTERNATIONAL 



^AR 



CH REPORT 



Interna li Application No 

PCT/FR 00/01217 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 7 C12N15/55 C12N9/14 C12N15/80 C12N1/15 
C12P7/00 C12P7/22 C12P41/00 C12P13/00 



C12P7/18 



According to Intemanonai Patent Classification (IPC) or to both naoonal classjficatjon and IPC 



B. RELDS SEARCHED 



Minimum aocumentaiion searcneo (classjficaoon system followed by cjassificaoon symbots) 

IPC 7 C12N C12P 



Documentation searched otner than minimum documentation to the extent that sucn documents are tnciuded in the fields searched 
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EPOXYDE HYDROLASES D'ORIGINE ASPERGILLUS 



La presente invention a pour objet des proteines d'origine fongique ou des 
proteines derivees de ces dernieres, ayant une activite epoxyde hydrolase, ainsi que 
leurs utilisations, noiamment pour la preparation de molecules enantiomeriquement 
pures (ou enantiopures), tels que des epoxydes et/ou des diols vicinaux a haute purete 
enantiomerique. 

Les epoxydes ou les diols vicinaux sont des compos6s importants en syndiese 
organique. Dans le cas ou ils possedent une structure chirale, ils peuvent etre utilises 
soit sous forme racemique, soit sous forme optiquement enrichie ou meme 
enantiomeriquement pure. Dans le premier cas. Us constituent des produits de base 
pour I'industrie chimique (monomeres polymerisables ou composanis de produits 
industriels tels glycol, propylene glycol etc.)- Dans le deuxieme cas, ils peuvent etre 
utilises corame synthons chiraux pour la production de divers produits optiquement 
purs comme par exemple des molecules biologiquement actives commercialisees par 
I'industrie pharmaceutique ou phytosanitaire ou de materiaux a propri6tes optiques 
specifiques (cristaux liquides par exemple). 

C'est pourquoi diverses strategies de synthese chimique ont ete elaborees pour 
en realiser la production. En ce qui conceme I'obtention des diols ces strategies 
impliquent souvent I'hydrolyse d'un epoxyde en milieu acide ou basique mineral plus 
ou moins concentre, ce qui genere par-la meme des couts supplementaires dus au 
retraitement des eaux meres et/ou des sels formes au cours du procede. 

Dans le cas ou ces molecules doivent etre produites sous forme optiquement 
active, plusieurs strategies ont ete decrites et developpees (Schurig et al. 1992, 
Pedragosa-Moreau et al. 1995). Par exemple, la r6action d'oxydation de Katzuki- 
Sharpless permet la transformation d'une olefme en epoxyde optiquement enrichi a 
I'aide d'un catalyseur organometallique chiral a base de titane. Cependant cette 
approche est limitee a des olefmes porteuses d'une fonction alcool en position alpha de 
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la double liaison, necessaire a la coordination du catalyseur. 

D'autres methodes ont ete developpees plus recemment, et sent elles aussi 
basees pour la plupart sur T utilisation de catalyseurs organometalliques impliquant tres 
souvent des metaux lourds comme le manganese ou le cobalt, Cependant, bien que 
tres efficaces sur certains types de substrats, elles ne presentent que des selectivites 
moyennes sur d'autres families de molecules. Dans tous les cas, elles sont 
difficilement utilisables au niveau industriel compte tenu des contraintes techniques 
engendrees par T utilisation des metaux lourds impliques. 

Diverses methodologies de biocatalyse ont ete decrites afin de palier ce 
probleme, Elles mettent en oeuvre des strategies indirectes impliquant I'utilisation 
d' enzymes comme par exemple des lipases, des peroxydases ou des monooxygenases 
(Archelas et al. 1997). Cependant la plupart de ces approches necessitent relaboration 
de systemes couteux de recyclage de cofacteurs, ce qui les rend la encore 
particulierement difficiles et onereuses a mettre en ceuvre a un niveau preparatif. 

L'utilisation d'une enzyme permettant de realiser Thydrolyse directe d'un 
epoxyde constitue done un moyen original et interessant de preparation directe 
d'epoxydes optiquement enrichis ou de diols achiraux, racemiques ou optiquement 
enrichis. Ces enzymes, appelees Epoxyde Hydrolases, presentent I'avantage - d'une 
part de ne pas necessiter de cofacteur et, d' autre part, - de permettre de realiser dans 
des conditions particulierement deuces I'addition d'une molecule d'eau sur un 
epoxyde. Si le substrat est chiral, et selon Tenantioselectivite et la regioselectivite de 
cette addition, le diol obtenu sera racemique ou enantiomeriquement enrichi (Archelas 
et al. 1998). 

Bien que de nombreux travaux aient ete consacres a ce type d' enzyme present 
chez les mammiferes, leur utilisation en synthese organique n'est pas envisageable 
compte tenu de la difficulte de les obtenir en quantite suffisante. 

La possibilite d'utiliser des epoxydes hydrolases d'origine microbienne 
(bacteries, levures, champignons) -susceptibles d'etre produites en grandes quantites 
par simple fermentation microbienne- comme « outil » en synthese organique 
constituerait done un progres considerable. 

Des exemples de preparation de composes optiquement actifs par l'utilisation de 
microorganismes en tant que biocatalyseurs ont ete decrits, mais ne concement que 
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des aciivites enzymatiques non caracterisees detectees dans divers microorganismes . 
Ainsi, dans la demande de brevet europeen EP n° 611 826 (Daicel Chemical 
Industries Co,, LTD), les exemples de microorganismes donnes, capables de produire 
un epoxyde (S) optiquement actif a partir d'un epoxyde racemique, sont notamment 
une souche de microorganisme appartenant au genre Candida, Rhodosporidium, 
Rhodococcus et Nosardioides . Les exemples de microorganismes capables de produire 
un epoxyde (R) optiquement actif, sont notamment une "ouche de microorganisme 
appartenant au genre Trichosporon, Georrichum, Corynebacterium, Micrococcus, et 
Brevibacterium. 

L'oxyde de styrene est Tun des substrats test le plus utilise dans les etudes 
conduites sur les epoxyde hydrolases de mammiferes, et divers derives substitues sur 
le cycle aromatique de ce substrat modele ont aussi ete emdies dans ce contexte 
(Dansette et al. 1978, Westkaemper et al. 1981). Plus recemment, les etudes realisees 
avec des activites enzymatiques d'origine microbienne ont aussi utilise ce substrat 
modele, et les Inventeurs ont eux-memes montre que ces molecules peuvent etre 
hydrolysees de fafon enantioselective par une souche du champignon Aspergillus 
niger, enregistree au Museum d'Histoire Naturelle (Paris) sous le numero LCP521 
(Lab. de Cryptogamie, 12 rue Buffon, 75005 Paris, France) (Pedragosa-Moreau et al. 
1996). 

Toutefois, les experiences d'hydrolyse enantioselective effectuees a I'aide de 
champignons, tel que le champignon Aspergillus niger, decrites jusqu'a present, font 
intervenir les cellules entieres ou des extraits cellulaires du champignon, ce qui pose un 
certain nombre de problemes techniques de mise en osuvre, ne donne pas de bons 
rendements, et ne permet pas de defmir la structure du catalyseur biologique utilise. 

L'utilisation d'epoxydes hydrolases d'origine fongique bien identifiees et 
caracterisees permettrait de remedier a ces inconvenients, mats aucune epoxyde 
hydrolase d'origine fongique n'a pu etre isolee et purifiee jusqu'a present, suggerant 
la possibilite qu'une telle enzyme n'etait pas suffisamment stable pour etre totalement 

isolee de son milieu naturel. 

La presente invention resulte de la mise en evidence par les Inventeurs du fait qu41 
est possible d'isoler et de purifier une epoxyde hydrolase a partir de champignons. Ainsi 
la presente mvention decoule de I'identification (par purification, sequen9age, clonage) 
de r enzyme responsable de Factivite epoxyde hydrolase des champignons, tels que 
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ceux de V espece Aspergillus, 

Un des buts de la presente invention est de fournir de nouvelles enzymes a 
activite epoxyde hydrolase d'origine fongique. 

Un autre but de la presente invention est de fournir les sequences nucleotidiques 
codant ces enzymes. 

L' invention a egalement pour but de fournir des cellules hotes transformees par 
les sequences nucleotidiques susmentionnees, dans lesquelles lesdites enzymes sent 
avantageusement surexprimees. 

L'invention a aussi pour but de fournir des procedes d'obtention desdites 
enzymes, notamment par extraction et purification a partir de cellules de 
champignons, ou par mise en culture de cellules hotes telles que decrites ci-dessus. 

Un autre but de la presente invention est de fournir de nouveaux procedes de 
biocatalyse a I'aide des enzymes susmentionnees ou des cellules hotes productrices 
desdites enzymes decrites ci-dessus, pour la synthese de divers epoxydes et/ou diols, 
ces procedes presentant des rendements superieurs aux procedes utilisant des cellules 
entieres, ou des extraits cellulaires de champignons precedemment decrits. 

A ce titre, l'invention a plus particulierement pour but de fournir des procedes 
d'hydrolyse d' epoxydes achiraux ou chiraux presentant I'avantage de pouvoir etre 
effectues dans des conditions experlmentales particulierement douces, a savoir sans 
mettre en oeuvre de reactif acide ou basique mineral ou organique, notamment en 
milieu aqueux tamponne ou non tamporme et/ou en presence de solvants organiques 
miscibles ou non miscibles a I'eau. Selon les proprietes stereochimiques inirinseques 
de I'epoxyde de depart, ces procedes conduisent a Tobtention d'un diol achiral, 
racemique ou optiquement enrichi ainsi que, si Tepoxyde de depart est chiral, a la 
production de Tun de ses deux enantiomeres sous forme optiquement enrichie, voir 
enantiomeriquement pure. 

L'invention a pour objet toute proteine d'origine fongique ayant une activite 
epoxyde hydrolase, telle qu'obtenue sous forme essentiellement pure par extraction a 
partir de cellules de champignons, ou par mise en culture de cellules hotes 
transformees par une sequence nucleotidique codant pour la proteine fongique 
susmentionnee, ou pour toute proteine derivee par substitution, suppression ou 
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addition d'un ou plusieurs acides amines de la proteine d'origine fongique 
susmentionnee et possedant une activite epoxyde hydrolase. 

L'activite epoxyde hydrolase susmentionnee pent etre mesuree en utilisant 
I'oxyde de /7a/-a-nitrostyrene (pNSO) comme substrat, et en mesurant la quanlite de 
diol forme, notamment selon la methode suivante : 

50 fxh de la preparation contenant Tenzyme sont ajoutes a 410 /iL du tampon 
phosphate de sodium 0,1 M pH 7,0 (tampon B) et le melange est pre-incube a 35°C 
pendant 2 min. Ensuite, on ajoute 40 fxL d'une solution 50 mM de pNSO racemique 
dans le DMF (concentration finale de pNSO : 4 mM). 

Apres 10 min d'incubation, la reaction est stoppee par addition de 1 mL de 
dichloromethane. Le melange est agite vigoureusement afm d'extraire a la fois le 
substrat et le diol produit. La quantite de diol formee est determinee apres separation 
sur colorme de silice par HPLC (chromatographic liquide haute pression) (Waters 
Associates, USA) tel que decrit precedemment (Nellaiah et al., 1996). 

Une Unite epoxyde hydrolase represente la quantite d' enzyme qui catalyse la 
formation d'une /xmole de diol par minute dans les conditions ci-dessus. Apres 
incubation avec des extraits bruts, la quantite de diol formee augmente lineairement 
avec le temps pendant au moins 30 min, et la vitesse de la reaction est proportionnelle 
a la concentration de renzyme dans la gamme de 0,01 a 1,2 unites (Nellaiah et al., 
1996). 

L' invention a plus particulierement pour objet toute proteine telle que 
decrite ci-dessus, caracterisee en ce qu'elle comprend ; 

- la sequence SEQ ID NO : 2, 

- ou toute sequence derivee de la sequence SEQ ID NO : 2, notamment 
par substimtion, suppression ou addition d'un ou plusieurs acides amines, et 
possedant une activite epoxyde hydrolase, ladite sequence derivee ayant de 
preference une homologie d'au moins environ 40 %, notamment superieure a 
environ 80 %, avec la sequence SEQ ID NO : 2, 

- ou tout fragment de la sequence SEQ ID NO : 2, ou d'une sequence 
derivee de cette derniere telle que definie ci-dessus, et possedant une activite 
epoxyde hydrolase, ledit fragment etant de preference constitue d'au moins 
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environ 10 acides amines contigus dans la region delimiiee par les acides amines 
situes aux positions 1 et 339 de la sequence SEQ ID NO : 2. 

L' invention concerne plus particulierement toute proteine decrite ci-dessus, 
caracterisee en ce qu'elle correspond a une epoxyde hydrolase fongique sous 
forme essentiellement pure, telle qu'obtenue par extraction et purification a 
partir de cultures de cellules de champignons de V tspcce Aspergillus . 

A ce litre T invention a plus particulierement pour objet toute proteine 
susmentionnee, caracterisee en ce qu'elle correspond a 1' epoxyde hydrolase 
fongique sous forme essentiellement pure representee par SEQ ID NO : 2, telle 
qu'obtenue par extraction et purification a partir de cultures de cellules de 
souches d' Aspergillus niger ou Aspergillus turingensis, 

L' invention concerne egalement toute proteine telle que decrite ci-dessus, 
caracterisee en ce qu'elle correspond a une epoxyde hydrolase fongique 
recombinante, telle qu'obtenue sous forme essentiellement pure par 
transformation de cellules botes appropriees a I'aide de vecteurs contenant : 

- la sequence nucleotidique SEQ ID NO : 1 codant 1' epoxyde hydrolase 
representee par SEQ ID NO : 2, ou toute sequence derivee de SEQ ID NO : 1 
par degenerescence du code genetique, et codant 1' epoxyde hydrolase 
representee par SEQ ID NO : 2, 

- ou toute sequence derivee de la sequence SEQ ID NO : 1, notamment 
par substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs nucleotides, et codant 
une enzyme possedant une activite epoxyde hydrolase, ladite sequence derivee 
ay ant de preference une homologie d'au moins environ 45 %, notamment 
superieure a environ 80 % , avec la sequence SEQ ID NO : 1 , 

- ou tout fragment de la sequence SEQ ID NO : 1, ou d'une sequence 
derivee de cette demiere telle que definie ci-dessus, et codant une enzyme 
possedant une activite epoxyde hydrolase, ledit fragment etant de preference 
constitue d'au moins environ 20 nucleotides contigus dans la region delimitee 
par les nucleotides situes aux positions 1 et 1197 de la sequence SEQ ID NO : 1. 

A ce titre, I'invention a plus particulierement pour objet Tepoxyde 
hydrolase fongique recombinante representee par SEQ ID NO : 2, telle 
qu'obtenue par transformation de cellules botes appropriees a I'aide de vecteurs 
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contenant la sequence nucleotidique SEQ ID NO : 1 , ou toute sequence derivee 
de SEQ ID NO : 1 par degenerescence du code genetique, ei codant Tepoxyde 
hydrolase representee par SEQ ID NO : 2. 

L' invention concerne egalement toute sequence nucleotidique codant une 
proteine d'origine fongique a activite epoxyde hydrolase telle que definie ci- 
dessus. 

L' invention a plus particulierement pour objet toute ^sequence nucleotidique 
susmentionnee, caracterisee en ce qu'elle comprend : 

- la sequence representee par SEQ ID NO : 1 codant 1' epoxyde hydrolase 
representee par SEQ ID NO : 2, 

- ou toute sequence derivee de la sequence SEQ ID NO : 1 par 
degenerescence du code genetique, et codant T epoxyde hydrolase representee 
par SEQ ID NO : 2, 

- ou toute sequence derivee de la sequence SEQ ID NO : 1 , notamment 
par substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs nucleotides, et codant 
une enzyme possedant une activite epoxyde hydrolase, ladite sequence derivee 
ay ant de preference une homologie d'au moins environ 45 %, notamment 
superieure a environ 80 % , avec la sequence SEQ ID NO : 1 , 

- ou tout fragment de la sequence SEQ ID NO : 1, ou d'une sequence 
derivee de cette demiere telle que definie ci-dessus, et codant une enzyme 
possedant une activite epoxyde hydrolase, ledit fragment etant de preference 
constitue d'au moins environ 20 nucleotides contigus dans la region delimitee 
par les nucleotides situes aux positions 1 et 1197 de la sequence SEQ ID NO : 1, 

- ou toute sequence nucleotidique complementaire des sequences ou 
fragments susmentionnes, 

- ou toute sequence nucleotidique codant une enzyme possedant une 
activite epoxyde hydrolase, et susceptible d'hybrider avec une des sequences ou 
fragments susmentionnes, 

les sequences ou fragments susmentionnes etant sous forme simple brin ou 
double brin. 

L' invention concerne egalement tout vecteur, notamment plasmide, 
contenant une sequence nucleotidique telle que defmie ci-dessus. 
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Avantageusement, les sequences nucleotidiques de 1' invention dans les 
vecteurs susmentionnes, sont placees sous le comrole d' elements de regulation 
de 1 'expression des proteines a activite epoxyde hydrolase definies ci-dessus, 
notamment d'un promoteur, le cas echeant inductible, et un terminateur de 
transcription. 

De preference, le promoteur susmentionne est choisi parmi ceux 
permettant une surexpression desdites proteines dans des cellules botes 
transformees a I'aide des vecteurs, lesdites cellules hotes etant elles-memes 
choisies parmi celles capables de surexprimer lesdites proteines, notamment 
parmi les bacteries, les virus, les levures, les champignons, les plantes ou les 
cellules de mammiferes. 

L' invention concerne egalement toute cellule hote, choisie notamment 
parmi les bacteries, les virus, les levures, les champignons, les plantes ou les 
cellules de mammiferes, ladite cellule hote etant transformee, notamment a 
I'aide d'un vecteur tel que defmi ci-dessus, de maniere a ce que son genome 
contienne contenant une sequence nucleotidique susmentionnee codant une 
proteine a activite epoxyde hydrolase. 

L'invention a egalement pour objet I'utilisation de proteines a activite 
epoxyde hydrolase telles que defmies ci-dessus, en tant que biocatalyseurs 
enzymatiques dans le cadre de la mise en oeuvre de procedes de preparation 
d'epoxydes ou de diols vicinaux enantiomeriquement purs, notamment dans le 
domaine pharmaceutique, phytosanitaire, ou dans le cadre de la fabrication de 
materiaux optiques specifiques. 

A ce titre, T invention a plus particulierement pour objet un precede de 
preparation d'epoxydes et/ou de diols enantiomeriquement purs respectivement 
de formules (II) et (III) suivantes 





II 



III 
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dans lesquelles Rj, R2, R3 et R4 representent des groupes quelconques, 
notamment des groupes caracteristiques des composes pharmaceutiques , 
phytosanitaires, ou des materiaux optiques specifiques correspondant auxdits 
epoxydes ou diols vicinaux, 

ledit precede comprenant une etape de traitement d'un melange d 'epoxydes 
diastereoisomeres, ou d'un epoxyde chiral sous forme racemique, ou d'un 
epoxyde prochiral de formule (I) suivante : 



avec une proteine a activite epoxyde hydrolase telle que definie ci-dessus, 
ou avec des cellules botes susmentiormees exprimant ou surexprimant une 
proteine a activite epoxyde hydrolase telle que defmie ci-dessus, ce qui conduit a 
Tobtention : 

- d'un melange des composes de formule (II) et (III) susmentionnes, 
lesdits composes de formule (II) et (III) pouvant, le cas echeant, etre separes par 
une etape supplementaire de purification, 

- ou du seul compose de formule (III) susmentionnee. 

Dans le cas de I'obtention du seul compose de formule (III) 
susmentionnee, celle-ci pent se faire par un traitement concomitant ou 
subsequent au traitement decrit ci-dessus, notamment avec un autre reactif 
chimique ou enzymatique en fonction de T epoxyde de depart, par exemple avec 
de I'acide sulfur ique, notamment dans le cas de I'oxyde de ;7ara-nitrostyrene 
(Pedragosa-Moreau et al., 1997), ou avec des cellules du champignon Beauveria 
sulfurescens, notamment dans le cas de I'oxyde de styrene (Pedragosa-Moreau et 
al., 1993). 

Avantageusement, lorsque le procede tel que decrit ci-dessus selon 
r invention, est effectu6 a I'aide d'une proteine a activite epoxyde hydrolase telle 
que defmie ci-dessus, cette derniere pent etre immobilisee sur un support solide 
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tel que par exemple le DEAE cellulose ou le DEAE Sepharose, ou tout autre 
support ou technique permettant d'immobiliser cette enzyme. 

L' invention a egalement plus particulierement pour objet T utilisation d'une 
proteine a activite epoxyde hydrolase telle que defmie ci-dessus, sous differentes 
formes, incluant des cellules hotes transformees telles que decrites ci-dessus, ou 
des cellules entieres de champignons, tel que Aspergillus niger, produisant cette 
enzyme, ou des extraits enzymatiques solubles ou lyophilises desdites cellules, 
ou r enzyme immobilisee sur un support solide tel que defmi ci-dessus, dans le 
cadre de la mise en CEuvre d'un procede tel que decrit ci-dessus d'hydrolyse d'un 
epoxyde achiral. 

L' invention concerne egalement un procede de preparation de proteine a 
activite epoxyde hydrolase recombinante telle que defmie ci-dessus, caracterise 
en ce qu'il comprend une etape de transformation de cellules botes, de 
preference choisies parmi les bacteries, les virus, les levures, les champignons, 
les plantes ou les cellules de mammiferes, avec un vecteur tel que decrit ci- 
dessus, et une etape de purification de 1' epoxyde hydrolase recombinante 
produite par lesdites cellules. 

L'invention a egalement pour objet un procede de preparation d'une 
epoxyde hydrolase fongique sous forme essentiellement pure, ledit procede 
comprenant : 

- une etape d' extraction de 1' enzyme a panir de cultures cellulaires de 
champignons, tels que les champignons de I'espece Aspergillus, notamment par 
cassage du champignon a I'aide d'une presse de French ou de tout autre moyen 
approprie, suivie d'une etape de centrifugation a faible vitesse (environ 10 000 
g), recuperation du surnageant, et concentration par ultrafiltration, 

- une etape de purification de 1' enzyme a partir de Textrait obtenu a 1' etape 
precedente, notamment par passages successifs sur des colonnes de DEAE- 
Sepharose, Phenyl-Sepharose, Mono Q et Superose 12. 

L'invention sera davantage illustree a I'aide de la description detaillee qui 
suit de la purification de I'epoxyde hydrolase d'une souche du champignon 
Aspergillus niger, ainsi que du clonage du gene codant cette epoxyde hydrolase, 
et d'exemples d'application de mise en ceuvre d'un procede selon rinvention. 
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A) Purification et caract erisation d'une epoxvde hydrolase Aspergillus 
niser a haute enantioselectivite 

1) Materials et Methodes 

1) Reactifs 

Le substrat test utilise est I'oxyde de p-nitrostyrene racemique (pNSO). II est 
synthetise a partir de co-bromo-4-nitro acetophenone selon une methode decrite par 
Westkaemper et Hanzlik, 1980. Ses enantiomeres purs (R) et (S) sont obtenus a panir de 
ce substrat racemique par une etape de biotransformation (Pedragosa^Moreau et al., 1996). 
Le diethylaminoethyl (DEAE)-Sepharose, le phenyl-Sepharose, les colonnes "Mono Q" et 
Superose 12 proviennent de chez Pharmacia LKB (Uppsala, Suede). [^^O] provient de 
Chez Isotec (Miamisburg, USA) et presente une teneur de 95 % de [^^O]. Toutes les 
chromatographies de proteines sont realisees a I'aide du systeme FPLC Pharmacia a 4°C. 

2) Organismes, conditions de croissance et preparation d'extraits 

La souche du champignon Aspergillus niger utilisee dans cene emde est enregistree 
au Museum d'Histoire Naturelle (Paris) sous le numero LCP521 (Lab. de Cryptogamie, 
12 rue Buffon, 75005 Paris, France). La culture est effecmee dans un fermenteur d'une 
capacite de 5L (volume liquide) dans les conditions decrite par Nellaiah et al., 1996. Les 
cellules sont recoltees apres 40 h de culmre par filtradon. Elles sont suspendues dans un 
tampon Tris-HCl 10 mM de pH 7,1 (tampon A) contenant de la cysteine 1 mM, de 
I'EDTA 1 mM et du chlorure de phenyhnethane sulfonyle (PMSF) 0,3 mM. Un extrait 
acellulaire est prepare par rupture du champignon en utilisant une presse de French, ou 
tout autre moyen utilisable par I'homme de I'art et une centrifugation a faible vitesse (1000 
g) dans les conditions decrites par Nellaiah et al., 1996. Cet extrait est concentre a 100 mL 
par filtration a flux tangentiel avec une membrane ayant un seuil de coupure de 10, 40 ou 
jusqu'a 100 kDa. Toutes les autres manipulations sont conduites a une temperature de 4°C 
dans une solution tampon contenant de la cysteine 1 mM, de I'EDTA 1 mM et du PMSF 
0,3 mM afiji de prevenir Tinactivation de I'enzyme. La concenn-ation de la proteine est 
determinee par la methode de Lowry et al., 1951, utilisant de I'albumine de serum de bceuf 
comme temoin. 
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3) Purification de Tepoxyde hydrolase 

La solution concentree contenant 1' enzyme est deposee sur une colonne de DEAE 
(diethylaminoethyl)-Sepharose (2,5 cm x 30 cm) prealablement equilibree avec le tampon 
A contenant du KCI 0,13 M. La colonne est lavee avec 360 mL de tampon d'equilibrage, 
5 et relution est conduite avec un gradient lineaire de KCI 0,13-0,23 M dans le tampon A 

(volume total : 510 mL, debit : 3 mL/min., volumes des fractions : 6 mL). 

L'activite est eluee pour une concentration en chlorure de potassium de 0,17-0,20 
M. Les fractions actives sont regroupees et concentrees a 5 mL par ultrafiltration. Le 
concentre est depose sur une colonne de phenyl-sepharose (1 cm x 10 cm), prealablement 
10 equilibree avec le tampon A contenant (NH4)2S04 0,25 M et 21 % (v/v) d' ethylene glycol. 

La colonne est lavee avec 10 mL du meme tampon, et Telution est conduite avec un 
gradient lineaire d' ethylene glycol 21-56 % (v/v) dans le tampon A contenant du 
(NH4)2S04 0,25 M (volume total : 95 mL, debit : 0,5 mL/min., volumes des fractions : 1 
mL). 

15 L'activite est eluee avec ime concentration d'ethylene glycol de 30-43 % (v/v), Les 

fractions actives sont regroupees et concentrees a 5 mL. Le concentre est depose sur une 
colonne Mono Q (0,5 cm x 5 cm), prealablement equilibree avec le tampon Tris-HCl 10 
mM pH : 6,5 contenant du KCI 0,13 M. La colonne est lavee avec 5 mL de tampon, et 
Telution est conduite avec un gradient lineaire de chlorure de potassium 0,13-0,25 M 

20 (volume total : 85 mL, debit : 0,5 mL/min., volumes des fractions : 1 mL). L'activite est 

eluee a une concentration de 0,15-0,16 M de chlorure de potassium. Les fractions actives 
sont regroupees et concentrees a 1 mL. La solution contenant T enzyme (200 mL) est 
deposee sur une colonne de Superose 12 (1 cm x 30 cm) et equilibree avec un tampon A 
(debit : 0,3 mL/min., voliunes des fractions : 0,6 mL). Cette etape est effectuee 5 fois 

25 (200 juL chaque fois) et toutes les fractions actives sont regroupees. La preparation ainsi 

obtenue est conservee a 4^C. 

4) Etude enzymatique 

Les incubations avec HjL^^O] sont conduites dans des fioles de 1 mL contenant 
30 180 fiL de HjI^^O] tampon B, 20 /xL de Tepoxyde hydrolase purifiee et 20 /xL de substrat 

(50 mM dans Tacetonitrile). Apres 1,5 h d* incubation a 25 °C sous agitation magnetique 
(500 rpm) le substrat restant et le produit forme sont extraits avec 2 mL de 
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dichloromeihane. Le diol est purifie par chiomatographie analytique sur silice (eluant 
diethylether). On analyse 2 fiL d'echantillons par chromatographic gazeuse/spectrometrie 
de masse (GC/MS). Le diol restant est transforme en racetonide correspondant par 
reaction avec du 2,2 dimethyl-propane en presence de Tacide p-toluene sulfonique. 
L'acetonide est analyse par GC/MS tel que deja decrit par Audier et al.,1968. 

Une reaction dans un volume total de 5 mL est effectuee a 25 °C, avec un substrat 
d'une concentration de 4,3 mM avec du DMSO (20% en volume) comme co-sol vant dans 
un tampon phosphate de sodium 0,1 M pH 8.0. 

La reaction est demarree par addition de 13 U/L de 1' enzyme purifiee, Des 
echantillons sont retires tomes les 30 minutes pour la quantification des concentrations du 
substrat et de produit par HPLC en utilisant une colonne en phase inverse (Nellaiah et al., 
1996) et pour la quantification de I'exces enantiomerique de Tepoxyde et du diol par 
chromatographic en phase gazeuse (Nellaiah et al., 1996). 

5) Electrophorese sur gel de polvacrvlamide 

Une electrophorese SDS-PAGE est effectuee sur une plaque de 1 mm d'epaisseur 
contenant un gel de resolution (10 % d'acrylamide) et un gel de concentration (4 % 
d'acrylamide) a pH 8,8 en presence de 0,1 % de dodecyl sulfate de sodium (SDS) 
(Laemmli, 1970). Les echantillons sont dissous dans un tampon Tris-HCl (62,5 mM, 
pH 8,8) contenant 1 % (p/v) de SDS, 10 % (v/v) de glycerol et 2 % (v/v) de p- 
mercaptoethanol, et sont chauffes a 100°C pendant 2 minutes. Les proteines sont 
colorees avec 0,1 % (p/v) de bleu de Coomassie. Des migrations sur gels PAGE non 
denaturants sont effecmees de la meme fa^on excepte qu'il n'y a pas eu de p- 
mercaptoethanol rajoute dans le tampon de resolution, et que les echantillons n'ont pas 
ete chauffes. L'electrofocalisation est realisee avec un gradient de pH de 3-9 a Taide 
du systeme Pharmacia LKB "Phastsystem" et des procedures standards Pharmacia. 
Les proteines sont colorees avec du nitrate d 'argent. 

6) Determination de la masse moleculaire 

La masse moleculaire a ete estimee apres SDS-PAGE par comparaison de la 
mobilite (Rf) de I'epoxyde hydrolase (EH) purifiee avec celle des proteines temoins 
suivantes : phosphorylase B (97,4 kDa), serum albumine bovine (66,2 kDa), 
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ovalbumine (45 kDa), anhydrase carbonique (31 kDa), inhibiteur de la trypsine (21,5 
kDa) et lysozyme (14,4 kDa). La masse moleculaire de I'enzyme native est estimee a 
partir du profil d'elution de Superose 12 par comparaison du Kav de I'EH purifiee 
avec celui des proteines standard suivantes: alcool dehydrogenase (150 kDa), serum 
albumine bovine (67 kDa), ovalbumine (43 kDa), chymotrypsinogene A (25 kDa) et 
ribonuclease A (13,7 kDa). Le volume d' exclusion et le volume mort sont determines 
en utilisant du bleu dextranne et de la vitamine B12. 

7) Sequence d'acides amines 

Pour les analyses d'acides amines et les determinations de sequence N- 
terminale, les peptides sont transferes des gels SDS sur une membrane "glassy-bond" 
(Biometra, Allemagne) en utilisant des procedures standard Biorad (Hercules, USA). 
La composition en acides amines de I'enzyme est determinee apres hydrolyse acide 
(HCl 6N a lOO'C sous vide pendant 24 h) en utilisant un analyseur automatique 
d'acides amines (system Beckman 6300, Allemagne). La masse moleculaire est 
estimee a partir de la composition en acides amines en utilisant la methode de Delaage 
(1968). 

8) Sequences des peptides 

Les proteines sont dissoutes dans un tampon SDS et separees par SDS-PAGE. 
Une partie du gel est coloree avec du Bleu de Coomassie, et la bande d'interet est 
separee a partir de I'autre partie du gel. La bande est lavee pendant 1 h avec H2O, 
H,0-CH30H (90 : 10), H,0-CH3CN (80 : 20), et H,0-CH3CN (50 : 50). La bande de 
gel est ensuite coupee en petits morceaux et sechee sous vide dans un Speed-Vac 
(Savant). Ensuite, 400 /itL d*une solution contenant Tris-HCl 25 mM (pH 8,5), EDTA 
1 mM, 0,05 % SDS, et 5 fig de la protease Lys-c (Boehringer Mannheim) sont 
ajoutes, et le melange est incube toute la nuit a 37°C. L'hydrolysat est injecte dans une 
colonne HPLC en phase inverse (Vydac Cjg ; 2,1 x 250 mm). La colonne est eluee a 
un debit de 0,2 mL/min avec un gradient lineaire de 0 a 35 % de la solution B 
(CH3CN, contenant 0.07 % d'acide trifluoroacetique) pendant 150 min (la solution A 
est constituee d'eau et de 0,07 % d'acide trifluoroacetique) et les pics sont recueillis et 
directement sequences avec un microsequenceur Applied Biosystems modele 477A. 
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9) Reaction PGR, clonage et sequenp age 

Les reactions PGR sont realisees en utilisant comme amorce des oligomeres 
degeneres obtenus a partir des sequences partielles d'acides amines et en utilisant de 
I'ADN genomique ^'Aspergillus niger en tant que support. L'ADN genomique est 
extrait de 1,5 g du mycelium lave avec de I'eau, broye dans de I'azote liquide et 
suspendu dans du tampon Tris-HGl 50 mM pH 7,5, EDTA 50 mM, SDS 3 %, p- 
mercaptoethanol 1 %. Apres reaction pendant 1 h a 65 °C, la solution est extraite 
avec un melange phenol/chloroforme/alcool isoamylique (24/24/1, v/v/v) et 
chloroforme/alcool isoamylique (24/1), precipitee a I'isopropanol, et le culot est 
dissous dans du tampon TE (Tris-HGl 10 mM pH 7,5 ei EDTA 1 mM). On ajoute de 
la RNase (30 Mg/mL) pendant 1 h a 37 °G, I'ADN est precipite a risopropanol, lave 
dans de I'ethanol 70 % et dissous dans de Teau. Les reactions de PGR sont conduites 
dans un volume total de 50 jiiL, en utilisant 100 ng d'ADN, dNTP 200 tiU, chaque 
amorce a 2 /iM et 2 unites de Taq polymerase (Perkin Elmer). Les reactions PGR sont 
effectuees par chauffage a 95*G pendant 5 min. puis realisees pendant 30 cycles 
d 'amplification a trois temperatures (1 min. a 95'G, 1 min. a 58°G, et 1 min. a 
72°C). Les fragments amplifies sont clones dans le site ECOR V de pBluescript II 
SK(-) (Statagene) apres traitement avec une unite/^L de transferase terminale 
(Boehringer). Le sequenfage des fragments est realise a I'aide d'un kit de sequenfage 
T7 de Pharmacia. 

11) Resultats 

L'EH d'Aspergillus niger est purifiee a homogeneite electrophoretique en 
utilisant une procedure chromatographique a 4 etapes. Au total, 120 fxg de l'en2yme 
purifiee sont prepares a partir de 24 g de mycelium sec, c'est-a-dire de 5 L de milieu 
de culture. Ces valeurs relativement faibles sont dues a 2 raisons : 

1) le rendement d'ensemble (total) est faible (4 %) a cause de I'instabilite de 
1 'enzyme durant la procedure de purification principalement dans les etapes de 
concentration par ultrafiltration lorsque la concentration de la proteine est faible ; 
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2) la teneur initiale de I'EH dans I'extrait cellulaire d' Aspergillus niger est 
faible: une valeur de 0,4 % des proteines solubles est calculee en utilisant I'activite 
specifique de Tenzyme purifiee. Cependant, I'enzyme purifiee est responsable de 
toute Tactivite du champignon sur pNSO. Ainsi, il n'y a probablement qu'une seule 
proteine active sur ce substrat dans Aspergillus niger. 

L'epoxyde hydrolase (EH) purifiee presente une seule bande en gel PAGE natif 
ou SDS apres coloration avec le bleu de Coomassie. Les determinations d'activite de 
tranches de gel obtenues apres electrophorese d'un gel de polyacrylamide non 
denaturant revelent une seule bande se situant au meme niveau de la bande de la 
proteine marquee. Le point isoelectrique de la proteine est de 4,5 apres determination 
par electrofocalisation en utilisant un gradient de pH de 3 a 9 et une coloration au 
nitrate d' argent. 

L'EH Aspergillus niger est un tetramere compose de 4 sous unites identiques 
de 45 kDa. Les EHs d'autres sources sont generalement des proteines monomeriques 
ou dimeriques, Cependant, l'epoxyde hydrolase de Corynebacierium sp a recemment 
ete decrite en tant que dodecamere (Misawa et al., 1998). 

L'effet sur I'activite de plusieurs reactifs selectifs a ete teste. L'EDTA et le 
PMSF ne montrent aucun effet. Des agents oxydants tels que I'acide meta- 
chloroperbenzoi'que ou le peroxyde d'hydrogene inhibent fortement Tactivite de 
r enzyme. Au contraire, des agents de reduction tels que le P-mercaptoethanol ou la 
cysteine montrent un effet positif sur I'activite de I'enzyme, De plus, une forte 
inactivation est observee avec des agents bloquants des thiols tels que HgCl2, 4- 
hydroxy-mercuribenzoate, iodoacetamide ou dithionitrobenzene (DTNB). Tous ces 
resultats demontrent le role essentiel d'un ou plusieurs residu(s) de cysteine sur 
I'activite de Tepoxyde hydrolase. Un effet similaire est observe avec les EH solubles 
(sEH) de mammiferes (Wixtrom et al., 1985) et avec TEH de Pseudomonas sp (Rink 
et al., 1997) alors que les EH microsomales (mEH) de mammiferes (Wixtrom et al., 
1985) ne sont pas sensibles aux reactifs de thiol. 

Le profil d'activite pH et 1' inhibition par I'acetophenone co-bromo-4-nitro 
suggere la participation d'un residu histidine dans le mecanisme catalytique. De plus, 
certains residus cysteine sont importants pour Tactivite de I'enzyme tel que demontre 
pour sEH de mammiferes mais pas pour mEH (Wixtrom et al., 1985). Le mecanisme 
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catalytique des sEH et mEH de mammiferes pour Thydrolyse des epoxydes a 
recemment ete elucide (Beetham et al., 1995 ; Arand et al., 1996), Un mecanisme en 
2 etapes impliquant la formation d'un ester covalent intermediaire a ete demontre avec 
la participation de 2 acides aspartiques et un residu histidine. Cependant, on ne 
connait pas grand chose du mecanisme catalytique des EHs microbiermes. 
Recemment, un mecanisme similaire a ete demontre pour I'epoxyde hydrolase de la 
bacteria Agrobacterium radiobacter (Rink et al., 1997). Ces elements suggerent que 
TEH Aspergillus niger utilise un mecanisme similaire pour I'hydratation des 
epoxydes que les EHs de mammiferes. Ce mecanisme est en accord avec le precede 
general de catalyse demontre pour Thydrolyse de I'oxyde de styrene para-substitue par 
un extrait brut Aspergillus niger (Pedragosa-Moreau et al., 1996), 

Avec le pNSO, 1' addition d'un solvant organique est requise pour la 
solubilisation du substrat. En effet, en Tabsence de co-solvant, aucune activite ne pent 
etre detectee. II a ete montre pour d'autres EHs solubles, qu'elles n'etaient pas actives 
sur des substrats micellaires (Hammock et al., 1997). Ainsi, T effet de differents co- 
sol vants sur r activite de I'epoxyde hydrolase Aspergillus niger a ete etudie. La 
nature des co-sol vants influence grandement le rendement d'ouverture de I'epoxyde, 
les plus fortes activites etant obtenues pour le DMF et 1' acetone. La faible activite 
obtenue avec le THE pourrait etre correlee a I'inactivation de T enzyme par les traces 
de peroxydes qui sent habituellemem presentes dans le solvant. 

L' enzyme est active a un pH allam de 5 a 9 avec un pic maximum a pH 7. 
L' enzyme est active a une temperature allant de 2 a 45°C avec une activite maximum a 
40°C. De 2 a 40'C T activite augmente legerement (seulement 4 fois) tel qu'indique par 
la faible energie deactivation (27 kJ.mol ^K'^). 

D'un point de vue pratique, TEH Aspergillus niger est tres interessante pour la 
synthese organique pour sa capacite a hydrolyser des epoxydes racemiques de fafon 
hautement enantioselective. L'enantioselectivite est due a une plus forte affinite et une 
constante catalytique superieure pour Tenantiomere (R) de pNSO par rapport a 
Tenantiomere (S). 

Le rapport des constantes specifiques (k^^t/Km) indique que la vitesse initiale 
d'hydrolyse de I'enantiomere (R) est 55 fois plus rapide que celui de Tenantiomere (S) 
en partant du racemique pNSO. Ce resultat est similaire a celui obtenu avec les 
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cellules entieres sur le meme substrat (Pedragosa-Moreau, 1997). De plus, la 
regioselectivite de la reaction est tres e levee: 97 % pour le carbone 2, tel que montre 
avec le champignon entier (Pedragosa-Moreau, 1996). L'enantio- et la regio- 
selectivite de rhydrolyse de pNSO par I'EH purifiee d' Aspergillus niger sont tres 
similaires a celles determinees avec Tensemble des cellules. Par consequent, I'enzyme 
purifiee est responsable de toute Tactivite du champignon sur pNSO. 

B) Clona2e et caracterisation de Tepoxyde hydrolase soluble A' Asver^illus 
niser qui est apparentee aux epoxvdes hydrolase microsomales de mammifere 

I) Procedure experimentale 

1) Isolement d'acides nucleiques Aspergillus niser (A, niger) 
Aspergillus niger (souche n" LCP 521 susmentionnee) a ete cultivee dans un 
milieu contenant 10 g de glucose et 20 g de liqueur de mai's (Sigma, St Louis, Cat. n' 
C4648) par litre de culture. L' incubation est realisee dans un volume de 100 ml en 
fiole agitee a 28*C pendant 3 jours apres inoculation avec des spores du champignon. 
Le mycelium est recolte par filtration sur tissu et garde a -70 °C apres determination 
du poids humide. L' extraction d'ARN est realisee par la methode de Chomczynski et 
Sacchi (1986) en utilisant 10 mL de solution denaturante par gramme de mycelium. 
Le rendement typique est de 300 fig d'ARN total par gramme de mycelium. Pour 
risolement de 1' ARN, 2 g de mycelium sont homogeneises avec un homogeneiseur en 
verre de type Potter dans 15 mL d'une solution de lyse (solution de chlorhydrate de 
guanidine 6 M, contenant 0,1 M d'acetate de sodium, pH 5,5). Apres centrifugation a 
10,000 g pendant 10 min,, le surnageant est transfere dans un autre tube et 2,5 
volumes d'ethanol sont ajoutes Les acides nucleiques precipites sont recueillis par 
centrifugation a 10,000 g pendant 10 min. et le culot resultant est dissous toute la nuit 
dans 10 mL de tampon de lyse apres un bref sechage. La fraction insoluble est retiree 
par centrifugation et les acides nucleiques sont a nouveau precipites par addition de 25 
mL d'dthanol. Le culot de centrifugation est lave avec de I'ethanol 70 %, seche a I'air 
pendant 30 min. et dissous dans un tampon TE, pH 8.0. 
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2) Clonage du gene de I'EH 6' Aspergillus et de I'ADNc via la technique de 
r amplification en chaine par polymerase (polymerase chain reaction : PGR) 

La PGR inverse pour 1' amplification du gene de I'EH Aspergillus a ete realisee 
selon le schema suivant : 500 ng d'ADN genomique sont digeres avec une enzyme de 
restriction appropriee (la plupart des resultats reussis sont obtenus avec BamHI ou 
Cfol) et sont recuperes par une precipitation a I'ethanol apres une extraction au 
melange phenol/chloroforme. Sur ces 500 ng, 100 ng sont circularises par ligation 
ayec I'ADN ligase T4 (Life Technologies) dans un volume de 20 fiL dans des 
conditions specifiees par le fournisseur. Un microlitre de la preparation resultante est 
amplifie par PGR effectuee sur 30 cycles (1 min. 94"G, 1 min. 60'G, 3 min, 72°G) 
avec une ADN polymerase Taq (Perkin Elmer) dans des conditions de reaction 
standards recommandees par le fournisseur. Les amorces utilisees 

(MA226 5'-ATGCGATCGGACTGCTGGACA-3' et 

MA227 5 ' -CGCGGGCAATGCAGACCTAC-3 0 

sont deduites de la sequence d'un fragment genomique obtenu precedeniment. 
Un site de restriction Xhol situe entre les 2 sites d'amorfage dans la sequence 
genomique est utilise facultativement pour relineariser I'ADN circulaire avant la PGR 
inverse, afm de supprimer le stress de torsion et ainsi ameliorer Tefficacite de 
r amplification initiale du support genomique. Les produits PGR sont separes par 
electrophorese sur gel agarose et les amplicons specifiques de TEH d' Aspergillus sont 
identifies par immunotransfert selon la technique de Southern en utilisant le fragment 
genomique mentionne ci-dessus en tant que sonde. Les fragments de gene de I'EH 
Aspergillus identifies de cette fayon sont purifies par electrophorese sur gel agarose en 
utilisant le kit Quiaex (Qiagen), et clones dans le vecteur pGEM>T (Promega) pour les 
analyses de sequence par la methode de terminaison de chaine. 
A partir de T information obtenue de la sequence, 2 amorces 
(MA290 5'-cggaattccATGgTCAGTGGAGGAGCAATAATTAG-3' et 
MA291 5'-tt£aatICGGTACTTCTGGGAGAG-3'; les residus en lettres capitales 
sont complementaires de la sequence support) entourant la region codant la proteine 
du gene EH sont deduits et utilises pour amplifier les fragments respectifs de I'ADN 
genomique et transcrire en inverse I'ARNm avec I'ADN polymerase Pfu de haute 
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fidelite ("Stratagene") sur 40 cycles (1 min. 94'C, 1 min. 50"C, 6 min. 72°C). Les 
fragments ADN resultant sont digeres avec EcoRI et inseres dans pUC19 (New 
England Biolabs) pour T analyse sequentielle finale. 

3) Expression, purification et analyse de Tepoxydc hydrolase recombinante 
Pour Texpression recombinante dans E, coli, le ftagment ADNc de Tepoxyde 

hydrolase d' Aspergillus est amplifie avec une ADN polymerase Pfu en utilisant 

r amorce MA291 (yoir ci-dessus) et 1' amorce MAS 18 

(5 ' gctgaancacATGTCCGCTCCGTTCGCC A AG-3 ' ) 

afm d'introduire un site de reconnaissance Afllll Ncol-compatible (souligne dans 
le primer MAS 18) dans le codon d' initiation probable du gene de I'epoxyde hydrolase 
Aspergillus qui a ete revele par I'analyse des sequences. 

Le yecteur d'expression pGEF-f de bacterie, est modifie en introduisant un site 
multiple de coupure 

(5 ' -CCATGGGAATTCTCGAGATCTA AGCTTATGCATCAGCTGCATGG-3 ') 

dans le site Ncol qui contient le codon de depart du vecteur pGEF-f dans le 
contexte adapte a un site de liaison du ribosome, en aval du promoteur de TARN 
polymerase T7. Le plasmide resultant est a'ppele pGEF II dans ce qui suit. Le 
fragment PGR Ami/Eco RI de I'EH d' Aspergillus est ligature dans le site Ncol/Eco 
RI de pGEF II pour produire la construction d'expression pGEF Asp EH". La souche 
E. coli BL21 (DE 3) (Novagen) est transformee avec pGEF Asp EH et mise dans le 
milieu LB a 30*C. En phase exponentielle tardive, I'induction de Texpression de la 
proteine recombinante est realisee par addition d'isopropyl-p-thiogalactoside (100 
jiM). Apres deux heures, les bacteries sont recueillies par centrifugation, 
resuspendues dans 0,02 volumes de culture du tampon STE (Tris~HCl, 10 mM, 
chlorure de sodium, 100 mM, acide ethylenediamine tetraacetique, 1 mM, pH 7,4) et 
stockees a -70"C. L'activite enzymatique est determinee par transformation de 
Tenantiomere R de I'oxyde de /7ara-nitrostyrene en diol correspondant. La reaction 
est conduite a une concentration de substrat de 880 /xM dans 500 /xL STE a 37*C 
pendant 30 min., en presence de 10 /iL d'acetonitrile qui est utilise comme solvant de 
I'oxyde de /?ara-nitrostyrene. 

La reaction de conversion est terminee par extraction du substrat avec un 
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volume egal de chloroforme. Dans ces conditions, plus de 99,9 % du substrat est 
extrait dans la phase organique et 60 % du diol est retrouve dans la phase aqueuse. 

Le substrat de conversion est quantifie par addition de 400 fiL de surnageant a 
800 fiL d'eau et en lisant la densite optique a 277 nM, avec le coefficient d' extinction 
molaire du produit etant 9,1 x 10^ M"^ cm'^ L'epoxyde hydrolase d' Aspergillus est 
purifiee jusqu'a homogeneite par une procedure en 3 etapes, selon la methode decrite 
ci-dessus. 

Les anticorps diriges contre la proteine purifiee ont ete obtenus en immunisant 
des lapins selon la technique decrite par Friedberg et al., 1991. La proteine purifiee 
est analysee par electrophorese sur gel polyacrylamide SDS suivi par un marquage au 
bleu Coomassie ou par immunotransfert selon les procedures precedemment publiees. 

4) Construction et analyse des mutants d'epoxvde hydrolase 

Une mutagenese dirigee controlee par PGR de TADNc d'epoxyde hydrolase 
d' Aspergillus est conduite par la methode de Tomic et al., 1990, tel que decrit 
precedemment pour les epoxydes hydrolases solubles de mammiferes et les epoxydes 
hydrolases microsomales (Arand et al., 1996; Arand et al., 1999). 

Des amorces ont ete utilisees pour I' introduction des differentes mutations. Les 
mutations affectant le nucleophile catalytique Asp^^ sont introduites en echangeant la 
cassette interne Ncol de TADNc de I'epoxyde hydrolase d' Aspergillus contre le 
fragment PCR-modifie. 

De meme, des mutations ciblant les residus du systeme de relais de charge, a 
savoir Asp^"*^ et His^^\ sont introduites en substituant un fragment Xhol avec le 
fragment respectif PGR. Les modifications PGR sont generees en utilisant la 
polymerase ADN Pfti afin de minimiser 1' introduction de modifications de sequence 
non voulues. Tous les fragments PGR-generes sont fmalement sequences pour 
s' assurer de leur exactitude. Apres expression recombinante, la solubilite des 
proteines mutantes est testee, ce qui represente un indicateur de leur integrite 
structurelle. Apres sonication des culots bacteriens, la suspension resultante est 
centrifugee a 10,000 g, le culot et le surnageant sont controles pour la presence de 
I'epoxyde hydrolase d' Aspergillus par immunotransfert. L'activite enzymatique est 
controlee dans le surnageant tel que decrit precedemment. 
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II) Resultats 

LMsolement du gene de I'epoxyde hydrolase (EH) d' Aspergillus et I'ADNc via 
une PCR inverse, ont ete obtenus. II a ete difficile d'obtenir des fragments amplifies 
specifiques en utilisant des enzymes de restriction avec des sites de reconnaissance 
5 hexamerique pour la digestion de I'ADN genomique. 

Ceci semble du a deux erreurs d'appariement dans 1* amorce MA226, par 
comparaison a la sequence d'origine naturelle, qui affaiblit T amplification des produits 
longs, mais ne pose pas de probleme quand on utilise les enzymes de restriction avec 
des sequences de reconnaissance tetrameriques. Cependant, le premier fragment 
10 obtenu apres une restriction par BamHI de I'ADN semble etre artificiellement 

tronque, ce qui est une consequence de I'amorfage interne de ramplicon initial. Par 
consequent, la region 3' de I'EH d' Aspergillus en aval de la sequence genomique est 
manquante dans ce fragment et doit etre obtenue separement dans une seconde 
experience PCR inverse. 

15 L'epoxyde hydrolase d' Aspergillus est' clairement reliee aux mEHs des 

mammiferes, bien que cette enzyme soit unique sous plusieurs aspects. 

Premierement, c'est une enzyme soluble n'ayant pas de sequence d'ancrage dans 
la membrane, contrairement aux epoxydes hydrolases microsomales de mammiferes 
(mEHs), et leurs correspondants chez les arthropodes. 

20 Deuxiemement, TEH d' Aspergillus a un pouvoir de conversion beaucoup plus 

eleve avec I'oxyde de /?ara-nitrostyrene, que ceux des epoxydes hydrolases de 
mammiferes avec leurs substrats. 

Alors que l'epoxyde hydrolase microsomale (mEH) de rat a une activite 
specifique avec ses substrats modeles oxyde de styrene et oxyde de benzo[a]pyrene 

25 d'environ 500 nmoles converties par minute et milligramme d'enzyme pure, I'epoxyde 

hydrolase d' Aspergillus hydrolyse 100 /xmol d' oxyde de styrene 4-nitro par minute et 
milligramme d'enzyme. Le nombre de conversion de mEH de rat a ete augmente par 
un facteur de 30 en substituant le residu acide du systeme de relais de charge de son 
site catalytique, a savoir Glu^^, par Tacide aspartique. De fapon interessante, le residu 

30 correspondant dans l'epoxyde hydrolase native Aspergillus est deja un acide 

aspartique, par opposition au fait que I'acide glutamique occupe cette position dans 
toutes les autres enzymes mEH. La substitution de Asp^'^* catalytique dans l'epoxyde 
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hydrolase d' Aspergillus par Glu conduit a une chute moderee du Vmax d'un facteur de 
seulement 2. Dans le meme temps, le K^^ a chute d'un facteur de 3. Une possible 
explication de cette observation pourrait etre celle d'une inversion dans I'etape 
limitant le taux de conversion de la reaction enzymatique. Dans les mEH et sEH de 
mammiferes la seconde etape hydrolytique de la reaction enzymatique semble etre une 
etape limitant le taux de conversion. Dans de telles conditions, c'est a dire lorsque la 
constante de vitesse de la formation de Tester intermediaire kj est beaucoup plus 
important que la constante k2 pour I'etape hydrolytique, la reduction de Vmax due a 
un k2 reduit se fait en parallele d'une reduction similaire de K^^, parce que = 
KDk2/(ki+k2). Cependant, si, initialement kj limite le taux, et k. est beaucoup plus 
important, I'expression k2/(ki+k2) sera approximativement egale a 1 et est egal a 
Kd- Une reduction de Vmax de moitie due a une modulation du systeme de relais de 
charge, c'est-a-dire de la partie importante du site catalytique pour la deuxieme etape 
de la reaction enzymatique, est probablement due a une forte diminution de k2 allant 
jusqu'a la moitie de la valeur de kj. En consequence, k2/(ki+k2) serait maintenant 
proche de 1/3, c'est-a-dire exactement la valeur observee pour le mutant Asp^'^^Glu de 
I'epoxyde hydrolase (EH) d' Aspergillus, Ainsi, ces resultats sont compatibles avec le 
fait que dans le cas de EH d' Aspergillus avec I'oxyde de /7ara-nitrostyrene comme 
substrat, k2est plus grand que kj, une situation qui n'existe plus lors de la substitution 
de Asp^^^ par Glu. Ceci correspondrait exactement au scenario observe avec les mEH 
de mammiferes. 

La structure du gene de I'epoxyde hydrolase d' Aspergillus est tres complexe, si 
on se base sur la simplicite de I'organisme d'origine. Alors que la taille moyenne des 
introns identifies est d*environ 60 pb, et done est en accord avec celle de beaucoup 
d'autres genes d' Aspergillus, par contre, le nombre d'introns dans le gene Aspergillus, 
8 en tout, est anormalement eleve. 

Aucun des exons/introns n'est conserve entre champignons et mammiferes, en 
depit du nombre identique d' introns dans les 2 organismes. Les genes de champignon 
et de mammifere ont tons les deux un premier exon non-codant. Chez le rat, 
r existence d'au moins 3 alternatives pour le premier exon a ete notee. Ici, le premier 
exon non-codant permet 1' usage alternatif de differents promoteurs pour la synthese de 
proteines identiques. 
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C) exemples d 'application 



Exemple 1 

15g d'Oxyde de l,l-diethoxybut-3-ene (94 mmoles soit une concentration de 0,3 
mole par litre de milieu reactionnel) sont ajoutes a 300 ml de tampon phosphate (pH 
8, O.IM). La temperature est amenee a 4*'C et 1.2g d^pnzyme purifiee (native) sont 
additionnes. Apres 30 heures d'agitation a 4°C I'epoxyde residue] est extrait avec du 
pentane. L'evaporation du solvant suivie d'une distillation permet d'isoler 4.5g de (5)- 
epoxyde (Rdt = 30%, ee = 98%). Une extraction en continu de la phase aqueuse 
avec du dichloromethane permet d'isoler apres purification sur une colonne de silice 
9g de (R)-diol (Rdt = 54%, ee = 47%). 




Exemple 2 

6g de />ara-Bromo-a-methylstyrene oxyde (28 mmoles soit une concentration de 
0,35 mole par litre de milieu reactionnel) sont ajoui6s a 75 ml de tampon phosphate 
(pH 8, O.IM). La temperature est amenee a 4°C et 0.35g d'enzyme purifiee (native) 
sont additionnes. Apres 8 jours d'agitation a 0°C I'epoxyde residue! est extrait avec 
du pentane. L'evaporation du solvant suivie d'une distillation permet d'isoler 2.3g de 
(5)-epoxyde (Rdt = 39%, ee = 99.7%). Une extraction en continu de la phase 
aqueuse avec du dichloromethane permet d'isoler apres purification sur une colonne 
de silice 3.19g de (R)-diol (Rdt = 49%, ee = 96%). 
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Exemple 3 

4g de /Jara-Chlorostyrene oxyde (26 mmoles soit une concentration de 2 moles 
par litre de milieu reactionnel) sont ajoutes a 9 ml de tampon phosphate (pH 7, 0. IM). 
La temperature est amenee a 0°C et 2.3g d'enzyme purifiee (native) sont additionnes. 
Apres 8 heures d 'agitation a 0°C I'epoxyde residuel est extrait avec du pentane. 
L'evaporation du solvant suivie d'une distillation permet d'isoler 1.9g de (5)-epoxyde 
(Rdt = 47%, ee = 99%). Une extraction de la phase aqueuse avec de 1' acetate 
d'ethyle permet d'isoler apres purification sur une colonne de silice 2.15g de (/?)-dioI 
(Rdt = 48%, ee = 92%). 




(±) iS) (R) 



Exemnle 4 

4g de para-Nitrostyrene oxyde (24 mmoles soit une concentration de 0,3 mole 
par litre de milieu reactionnel) dissous dans 15 ml de DMSO sont ajoutes a 60 ml de 
tampon phosphate (pH 7, 0. IM). La temperature est amenee a 27°C et 0.7g d'enzyme 
purifiee (native) sont additionnes. Apres 32 heures d'agitation le milieu reactionnel est 
sature avec du NaCl puis extrait en continu avec du dichloromethane. L'evaporation 
du solvant suivie d'une chromatographic sur silice permet d'isoler 1.8g de (5)- 
epoxyde (Rdt = 45%, ee = 96%) et 2.3g de (R)-diol (Rdt = 52%, ee = 86%). 




(±) (S) (R) 



Exemple 5 

1.5g de /7ara-isobutyl-a-methylstyrene oxyde (7,9 mmoles soit une 
concentration de 0,25 mole par litre de milieu reactionnel) sont ajoutes a 30 ml de 
tampon tris (pH 8, 0.4M). La temperature est amenee a 4°C et 2.6g d'enzyme 
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purifiee (native) sont additionnes. Apres 24 jours d'agitation a 4X Tepoxyde residuel 
est extrait avec du pentane. L' evaporation du solvant suivie permet d'obtenir le (5)- 
epoxyde (ee = 96%) non purifie. Une extraction de la phase aqueuse avec de Tether 
permet d'isoler apres purification sur une colonne de silice 0.91g de (i?)-dioI (Rdt = 
55%, ee = 70%). 




Exemple 6 

Ig de phenyl glycidyl ether (6,7 mmoles soit une concentration de 3,3 moles par 
litre de milieu reactionnel) est ajoute a 1 ml de tampon phosphate (pH 7, O.IM). La 
temperature est amenee a 27°C et 25 mg d' enzyme recombinante purifiee sont 
additionnes. Apres 15 heures d'agitation a 27°C la totalite de I'epoxyde est transforme 
en diol correspondant racemique. Une extraction avec de 1' acetate d'ethyle permet 
d'isoler ce diol avec un rendement quantitatif. 



OH 
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LISTE DE SEQUENCES 



<110> C.N.R.S. 

5 <120> PROTEINES D'ORIGINE FONGIQUE ET DERIVEES, LEURS 

PROCEDES D'OBTENTION, ET LEURS UTILISATIONS, NOTAMMENT 
POUR LA PREPARATION DE MOLECULES ENANTIOMERIQUEMENT 
PURES 

10 <130> EPOXSL 

<140> 
<141> 

15 <lbO> 2 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<:io> 1 

20 <:il> 1197 
<:i2> ADN 

<213> Aspergillus niger 

<220> 
25 <221> CDS 

<222> (1) . . (1197) 

Sequence nucleot idique SEQ ID NO : 1 
<400> 1 

30 atg tec get ccg ttc gcc aag ttt ccc 
Met Ser Ala Pro Phe Ala Lys Phe Pro 
5 

aat cct ttc acg gtc tct ate ccg gat 
35 Asn Pro Phe Thr Val Ser lie Pro Asp 
20 25 

acc etc gtc cga ctg tec aag att get 
Thr Leu Val Arg Leu Ser Lys lie Ala 

40 35 40 

eaa geg gat ggc egg ttt gge ate act 

Gin Ala A.sp Gly Arg Phe Gly He Thr 

50 55 

45 

egg gag aaa tgg etc teg gag ttt gac 

Arg Glu Lys Trp Leu Ser Glu Phe Asp 

65 70 

50 ctg aac tct ttc cct cag ttt act aca 

he..i Asn Ser Phe Pro Gin Phe Thr Thr 
85 

cac ttt get get etc ttc tec gag agg 

55 His Phe Ala Ala Leu Phe Ser Glu Arg 

100 105 

ttg etc cat ggt tgg ccc gge age ttc 
Leu Leu His Gly Trp Pro Gly Ser Phe 
60 115 120 



teg teg geg age att teg cct 48 
Ser Ser Ala Ser He Ser Pro 
10 15 

gaa cag ttg gat gac ttg aaa 96 

Glu Gin Leu Asp Asp Leu Lys 
30 

cct ccc ace tat gag age ctg 144 

Pro Pro Thr Tyr Glu Ser Leu 

45 

tct gaa tgg ctg aca act atg 192 

Ser Glu Trp Leu Thr Thr Met 
60 

tgg cga cca ttt gaa get cga 240 

Trp Arg Pro Phe Glu Ala Arg 

75 80 

gag ate gag ggt etc acg att 288 
Glu He Glu Gly Leu Thr He 
90 95 

gag gat get gtg cct ate gca 336 
Glu Asp Ala Val Pro He Ala 
110 

gtt gag ttc tae cca ate ctg 384 
Val Glu Phe Tyr Pro He Leu 
125 
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cag eta ttc egg gcig gag tac acc cct gag act ctq cca ttc cat ctg 432 
Gin Leu Phe Arg Glu Glu Tyr Thr Pro Glu Thr Leu Pro Phe His Leu 
130 135 140 

gtt gtt ccg tec ctt cct ggg tat act ttt tea tct ggt ccc ccg ctg 480 
Val Val Pro Ser Leu Pro Gly Tyr Thr Phe Ser Ser Glv Pro Pro Leu 
145 150 155 " 

10 gae aag gae ttc gge ttg atg gac aac gee egg gtc gta gac cag ttg 528 
Asp Lys Asp Phe Gly Leu Met Asp Asn Ala Arg Val Val Asp Gin Leu 
165 170 ^ 175 

atg aag gac etc ggg ttc gga agt ggt tat att att cag gga gat aat 576 
15 Met Lys Asp Leu Gly Phe Gly Ser Gly Tyr He He Gin Gly Gly Asp 
ISO 185 190 

att ggt age trt gtt gga cga ctg ttg ggc gtg ggt ttc gac gcc tgc 624 
He Gly Ser Phe Val Gly Arg Leu Leu Gly Val Gly Phe Asp Ala Cvs 
20 195 200 205 



25 



aaa ccg grt eat ttg aac ctg tgc gea atg agg get ccc cct gag ggc 
Lys Ala Val Kis Leu Asn Leu Cys Ala Met Arg Ala Pro Pro Glu Gly 
210 215 ^220 



30 atg gag aag ttc atg acc gat ggc tta get tat gcc atg gag cac agt 
Met Glu Lys Phe Met Thr Asp Gly Leu Ala Tyr Ala Met Glu His Ser 
245 250 255 



672 



ccg tea att gag age ttg tec gea geg gag aag gag gga ate gcg cga 720 
Pro Ser He Glu Ser Leu Ser Ala Ala Glu Lys Glu Gly He Ala Arg 
225 230 235 240 



768 



act egg ccc agt act att ggc cac gtg ctg tec age agt ccg ate gea 816 
35 Thr Arg Pro Ser Thr He Gly His Val Leu Ser Ser Ser Pro He Ala 
260 265 270 

tta ctt gea tgg att ggt gag aaa tat etc caa tgc gtg gat aaa ccc 864 
Leu Leu Ala Trp He Gly Glu Lys Tyr Leu Gin T^d Val Aso Lys Pro 
"^0 275 280 ' 285 

etc cct tct gag acc ate etc gag atg grg age ctg tat tgg ctg acg 912 

Leu Pro Ser Glu Thr He Leu Glu Met Val Ser Leu Tyr Trp Leu Th>- 

290 295 300 

45 

gaa agt ttc ccg egg gea att eat acc tac egc gag act acc cca act 960 

Glu Ser Phe Pro Arg Ala He His Thr Tyr Arg Glu Thr Thr Pro Thr 

310 315 320 

50 gee tee get ccc aat gga gcg aca atg ctt cag aag gaa tta tat att 1008 
Ala Ser Ala Pro Asn Gly Ala Thr Met Leu Gin Lys Glu Leu Tyr He 
325 ^ 330 335 

cac aag ccg ttt ggg ttc tec ttc ttc ccc aag gac ctt tgt cct gtg 1056 
55 Kis Lys Pro Phe Gly Phe Ser Phe Phe Pro Lys Asp Leu Cys Pro Val 

340 345 350 

cct egg age. tgg att get aca acg gga aat eta gta ttc ttc egg gat 1104 
Pro Arg Ser Trp He Ala Thr Thr Gly Asn Leu Val Phe Phe Arg Asp 
60 355 360 365 
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cat gca gag gga gga cac ttt gcc gca ttg gag cgt cca cgc gag ctg 1152 

His Ala Glu Gly Gly His Phe Ala Ala Leu Glu Arg Pro Arg Glu Leu 

370 375 380 

aag acc gac ctg aca gca ttt gtc gag cag gtg tgg cag aag tag 11S7 

Lys Thr Asp Leu Thr Ala Phe Val Glu Gin Val Trp Gin Lys 

385 390 395 



Sequence peptidique SEQ ID NO : 2 
<210> 2 
<211> 399 
<212> 

<213> Aspergillus niger 



<400> 2 

Met Ser Ala Pro Phe Ala Lys Phe 
1 5 

Asn Pro Phe Thr Val Ser lie Pro 

20 

Thr Leu Val Arg Leu Ser Lys lie 

35 40 

Gin Ala Asp Gly Arg Phe Gly lie 
50 ' 55 

Arg Glu Lys Trp Leu Ser Glu Phe 
65 70 



Pro Ser Ser Ala Ser lie Ser Pro 
10 15' 

Asp Glu Gin Leu Asp Asp Leu Lys 

25 30 

Ala Pro Pro Thr Tyr Glu Ser Leu 
45 

Thr Ser Glu Trp Leu Thr Thr Met 
60 

Asp Trp Arg Pro Phe Glu Ala Arg 
75 80 



Leu Asn Ser Phe Pro Gin Phe Thr Thr Glu lie Glu Gly Leu Thr lie 
85 90 95 

His Phe Ala Ala Leu Phe Ser Glu Arg Glu Asp Ala Val Pro lie Ala 

100 105 110 



Leu Leu His Gly Trp Pro Gly Ser Phe Val Glu Phe Tyr Pro lie Leu 

115 120 125 

Gin Leu Phe Arg Glu Glu Tyr Thr Pro Glu Thr Leu Pro Phe His Leu 

130 135 140 



Val Val Pro Ser Leu Pro Gly Tyr 
145 150 

Asp Lys Asp Phe Gly Leu Met Asp 

165 

Met Lys Asp Leu Gly Phe Gly Ser 
180 

lie Gly Ser Phe Val Gly Arg Leu 

195 200 

Lys Ala Val His Leu Asn Leu Cys 
210 215 



Thr Phe Ser Ser Gly Pro Pro Leu 
155 160 

Asn Ala Arg Val Val Asp Gin Leu 

170 175 

Gly Tyr lie lie Gin Gly Gly Asp 
185 190 

Leu Gly Val Gly Phe Asp Ala Cys 
205 

Ala Met Arg Ala Pro Pro Glu Gly 
220 



Pro Ser lie Glu Ser Leu Ser Ala Ala Glu Lys Glu Gly lie Ala Arg 
225 230 235 240 
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Met Glu Lys the Met Thr Asp Gly Leu Ala Tyr Ala Met Glu His Ser 
245 250 255 

Thr Arg Pro Ser Thr He Gly His Val Leu Ser Ser Ser Pro He Ala 
260 265 270 

Leu Leu Ala Trp He Gly Glu Lys Tyr Leu Gin Trp Val Asp Lys Pro 
275 280 ' 285 

Leu Pro Ser Glu Thr He Leu Glu Met Val Ser Leu Tyr Trp Leu Thr 

290 295 300 



Glu Ser Phe Pro Arg Ala He His Thr Tyr Arg Glu Thr Thr Pro Thr 
15 305 310 315 320 

Ala Ser Ala Fro Asn Gly Ala Thr Met Leu Gin Lys Glu Leu Tyr He 

325 330 335 

20 His Lys Pro Phe Gly Phe Ser Phe Phe Pro Lys Asp Leu Cys Pro Val 

340 345 350 



Pro Arg Ser Trp He Ala Thr Thr Gly Asn Leu Val Phe Phe Ara Asp 

355 360 365 

His Ala Glu Gly Gly His Phe Ala Ala Leu Glu Arg Pro Arg Glu Leu 

370 375 380 



Lys Thr Asp Leu Thr Ala Phe Val Glu Gin Val Trp Gin Lys 
30 385 390 395 



35 
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REVENDICATIONS 

1. Proteine d'origine fongique ayant une activite epoxyde hydrolase, telle 
5 qu'obtenue sous forme essentiellement pure par extraction a partir de cellules de 

champignons, ou par mise en culture de cellules hotes transformees par une 
sequence nucleotidique codant pour la proteine fongiqtie susmentionnee, ou 
proteine derivee par substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs 
acides amines de la proteine d'origine fongique susmentionnee et possedant une 
10 activite epoxyde hydrolase. 

2. Proteine selon la revendication 1, caracterisee en ce qu'elle comprend : 

- la sequence SEQ ID NO : 2, 

- ou toute sequence derivee de la sequence SEQ ID NO : 2, notanunent 

15 par substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs acides amines, et 

possedant une activite epoxyde hydrolase, ladite sequence derivee ayant de 
preference une homologie d'au moins environ 40 % avec la sequence SEQ ID 
NO : 2, 

- ou tout fragment de la sequence SEQ ID NO : 2, ou d'une sequence 
20 derivee de cette derniere telle que defmie ci-dessus, et possedant une activite 

epoxyde hydrolase, ledit fragment etant de preference constitue d'au moins 
environ 10 acides amines contigus dans la region delimitee par les acides amines 
siuies aux positions 1 et 339 de la sequence SEQ ID NO : 2. 

25 3. Proteine selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce qu'elle 

correspond a une epoxyde hydrolase fongique sous forme essentiellement pure, 
telle qu'obtenue par extraction et purification a partir de cultures de cellules de 
champignons de I'espece Aspergillus. 

30 4. Proteine selon Tune des revendications 1 a 3, caracterisee en ce qu'elle 

correspond a T epoxyde hydrolase fongique sous forme essentiellement pure 
representee par SEQ ID NO : 2, telle qu'obtenue par extraction et purification a 
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partir de cultures de cellules de souches d' Aspergillus niger ou Aspergillus 
turingensis. 

5. Proteine selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce qu'elle 
correspond a une epoxyde hydrolase fongique recombinante, telle qu'obtenue 
sous forme essentiellement pure par transformation de cellules botes appropriees 
a I'aide de vecteurs contenant : 

- la sequence nucleotidique SEQ ID NO : 1 codant Tepoxyde hydrolase 
representee par SEQ ID NO : 2, ou toute sequence derivee de SEQ ID NO : 1 
par degenerescence du code genetique, et codant 1' epoxyde hydrolase 
representee par SEQ ID NO : 2, 

- ou toute sequence derivee de la sequence SEQ ID NO : 1, notainment 
par substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs nucleotides, et codant 
une enzyme possedant une activite epoxyde hydrolase, ladite sequence derivee 
ay ant de preference une homologie d*au moins environ 45 % avec la sequence 
SEQ ID NO : 1, 

- ou tout fragment de la sequence SEQ ID NO : 1, ou d'une sequence 
derivee de cette derniere telle que defmie ci-dessus, et codant une enzyme 
possedant une activite epoxyde hydrolase, ledit fragment etant de preference 
constitue d'au moins environ 20 nucleotides contigus dans la region delimitee 
par les nucleotides situes aux positions 1 et 1197 de la sequence SEQ ID NO : 1. 

6. Proteine selon la revendication 5, caracterisee en ce qu'elle correspond 
a r epoxyde hydrolase fongique recombinante representee par SEQ ID NO : 2, 
telle qu'obtenue par transformation de cellules hotes appropriees a I'aide de 
vecteurs contenant la sequence nucleotidique SEQ ID NO : 1 , ou toute sequence 
derivee de SEQ ID NO : 1 par degenerescence du code genetique, et codant 
r epoxyde hydrolase representee par SEQ ID NO : 2. 

7. Sequence nucleotidique codant une proteine d'origine fongique a activite 
epoxyde hydrolase telle que defmie Tune des revendications 1 a 6. 
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8. Sequence nucleotidique selon la revendication 7, caracterisee en ce 
qu'elle comprend : 

- la sequence representee par SEQ ID NO : 1 codant I'epoxyde 
hydrolase representee par SEQ ID NO : 2, 

5 - ou route sequence derivee de la sequence SEQ ID NO : 1 par 

degenerescence du code genetique, et codant Tepoxyde hydrolase representee 
par SEQ ID NO : 2, 

- ou route sequence derivee de la sequence SEQ ID NO : 1, noramment 
par substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs nucleotides, et codant 

10 une enzyme possedant une activite epoxyde hydrolase, ladite sequence derivee 

ay ant de preference une homologie d'au moins environ 45 % avec la sequence 
SEQ ID NO : I, 

- ou tout fragment de la sequence SEQ ID NO : 1, ou d'une sequence 
derivee de cette derniere telle que defmie ci-dessus, et codant une enzyme 

15 possedant une activite epoxyde hydrolase, ledit fragment etant de preference 

constitue d'au moins environ 20 nucleotides contigus dans la region delimitee 
par les nucleotides situes aux positions 1 et 1197 de la sequence SEQ ID NO : 1, 

- ou toute sequence nucleotidique complementaire des sequences ou 
fragments susmentionnes, 

20 - ou toute sequence nucleotidique codant une enzyme possedant une 

activite epoxyde hydrolase, et susceptible d'hybrider avec une des sequences ou 
fragments susmentionnes, 

les sequences ou fragments susmentionnes etant sous forme simple brin ou 
double brin. 

25 

9. Vecteur, notamment plasmide, contenant une sequence nucleotidique 
selon la revendication 7 ou 8. 

10. Cellule bote, choisie notamment parmi les bacteries, les virus, les 
30 levures, les champignons, les plantes ou les cellules de mammiferes, ladite 

cellule bote etant transformee, notamment a Taide d'un vecteur selon la 
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revendication 9, de maniere a ce que son genome contienne contenant une 
sequence nucleotidique selon la revendication 7 ou 8. 

11. Utilisation de proteines proteine a activite epoxyde hydrolase definies 
dans Tune des revendications 1 a 6, en tant que biocatalyseurs enzymatiques 
dans le cadre de la mise en oeuvre de procedes de preparation d'epoxydes ou de 
diols vicinaux enantiomeriquement purs, notamment dans le domaine 
pharmaceutique, phytosanitaire, ou dans le cadre de la fabrication de mater iaux 
optiques specifiques. 

12. Precede de preparation d'epoxydes et/ou de diols enantiomeriquement 
purs respectivement de formules (II) et (III) suivantes 



15 




dans lesquelles Rj, R2, R3 et R4 representent des groupes quelconques, 

notamment des groupes caracteristiques des composes pharmaceutiques, 
phytosanitaires, ou des materiaux optiques specifiques correspondant auxdits 
25 epoxydes ou diols vicinaux, 

ledit procede comprenant une etape de traitement d'un melange d'epoxydes 
diastereoisomeres, ou d'un epoxyde chiral sous forme racemique, ou d'un 
epoxyde prochiral de formule (I) suivante : 



30 




I 
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avec une proteine a activite epoxyde hydrolase selon Tune des 
revendications 1 a 6, ou avec des cellules botes selon la revendication 10 
exprimant une proteine a activite epoxyde hydrolase selon Tune des 
revendications 1 a 6, ce qui conduit a I'obtention : 

- d'un melange des composes de formule (II) et (III) susmentionnes, 
lesdits composes de formule (II) et (III) pouvant, le cas echeant, etre separes par 
une etape supplementaire de purification, 

- ou du seul compose de formule (III) susmentionnee. 

13. Precede de preparation d'une proteine a activite epoxyde hydrolase 
recombinante selon la revendication 5 ou 6, caracterise en ce qu'il comprend 
une etape de transformation de cellules hotes, de preference choisies parmi les 
bacteries, les virus, les levures, les champignons, les plantes ou les cellules de 
mammiferes, avec un vecteur selon la revendication 9, et une etape de 
purification de 1' epoxyde hydrolase recombinante produite par lesdites cellules. 

14. Precede de preparation d'une proteine a activite epoxyde hydrolase 
sous forme essentiellement pure selon la revendication 3 ou 4, ledit precede 
comprenant : 

- une etape d' extraction de 1' enzyme a partir de cultures cellulaires de 
champignons, tels que les champignons de I'espece Aspergillus, notamment par 
cassage du champignon a I'aide d'une presse, suivie d'une etape de 
centrifugation a faible vitesse, recuperation du surnageant, et, le cas echeant 
concentration, 

- une etape de purification de 1' enzyme a partir de Textrait obtenu a T etape 
precedente, notamment par passages successifs sur des colonnes de DEAE- 
Sepharose, Phenyl-Sepharose, Mono Q et Superose 12. 



